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Summary. The industrial dye Solophenyl Red 3 BL (Ciba-Geigy) dissolved 
in a saturated aquaeous solution of picric acid has proved suitable for dif- 
ferentiating between collagen types I and III in histological sections. When 
examined under polarization microscopy, type I fibers are radiant orange 
while type III fibers are green. Using 5 ~tm paraffin sections, an optimal 
staining procedure was determined: sections were first stained with Resorcin 
Fuchsin for elastic fibers and with Celestin Blue/Mayer's Hematoxylin for 
nuclear structures. The staining was then completed with 0.1 g Solophenyl 
Red/100 ml saturated aquaeous solution of picric acid for 60 min at a pH 
value of 1.25. It was shown that the dye stained collagen selectively. With 
the aid of a photomultiplier, the spectral distribution of a series of lung sec- 
tions adequately stained according to the optimized procedure was carried 
out using a monochromator and an interference filter, respectively. Both 
methods yielded identical peaks at 590 nm for the orange colored light of 
collagen type I and 490 nm for the green light of collagen type IfI. Applica- 
tion of appropriate filters permitted the intensity of the orange and green 
light at 590 nm and 490 nm to be measured. Long postmortem intervals did 
not affect the measured values. Quantitative inferences on the ratio of col- 
lagen I to collagen III could then be deduced from the ratio of the intensity 
of orange to green light. This index I/III is often applied in the diagnosis of 
discrete fibrotic changes in various organs. 
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Zusammenfassung. Der Textilfarbstoff Solophenyl Rot 3 BL (Ciba-Geigy) 
in ges~ittigter wfigriger Pikrins~iurel6sung ist zur histologischen Unterschei- 
dung von Kollagen I u n d  III geeignet. Im polarisierten Licht leuchten die 
Kollagen-I-Fasern orange und die Kollagen-III-Fasern grtin. An 5 g dicken 
Paraffinschnitten der Lunge hat sich folgende optimale Ffirbemethode be- 
w~ihrt: zuerst f~irben mit Resorcin-Fuchsin zur Darstellung der elastischen 
Fasern, dann mit Celestin Blau/Mayer's H~imalaun zur Kerndarstellung. 
Anschliel3end 0.1 g Solophenyl Rot/100 ml ges~ittigter w~igriger Pinkrinsfiu- 
rel6sung, Fgrbezeit 60 min, pH-Wert 1,25. Der Farbstoff f~irbt Kollagen se- 
lektiv. Mit einem Monochromator und einem Interferenzverlauffilter wurde 
unter Anwendung eines Photomultipliers die Spektralverteilung der Polari- 
sationsfarben ermittelt. Mit beiden Verfahren fanden sich Peaks bei 590 nm 
f(ir die orange polarisierenden Kollagen-Typ-I- und bei 490 nm fiir die griin 
polarisierenden Typ-III-Fasern. Durch Filter lfigt sich die Intensit~it des 
orangen bzw. grtinen Lichts messen. F~ulnisvorg~nge beeinflussen die Meg- 
werte nicht. Aus dem Verh~ltnis der Lichtintensit~iten ergibt sich das Men- 
genverhNtnis yon Kollagen I zu III. Dieses Verh~iltnis ist ein Index, der ftir 
die Beurteilung vor allem von diskreten fibrosierenden Vorg~ingen in ver- 
schiedenen Organen verwendet wird. 

Schliisselw6rter: Kollagen Typ Iund  III, selektive histologische F~rbung mit 
Solophenyl Rot - Kollagen, quantitative Polarisationsmikroskopie 

Einleitung 

Die Hauptkomponente des faserigen Bindegewebes bei reparativen, reaktiven 
oder primfir pathologischen Ver~inderungen stellt das Kollagen mit seinen Ty- 
pen Iund  III dar (Bradley et al. 1975; Fietzek und Ktihn 1976; Huang 1977; Mi- 
nor 1980; Leblond und Wright 1980; Bateman et al. 1981). Die MengenverhNt- 
nisse der beiden Kollagentypen sind ftir die Orthologie eines jeden Gewebes 
charakteristisch. Verschiebungen treten bei pathologischen Vorg~ingen auf, 
z.B. Zunahme des Typ III auf Kosten von Typ I bei Ehlers-Danlos-Syndrom 
oder Osteogenesis imperfecta und Zunahme des Kollagen Typ I auf Kosten yon 
Typ III bei fibrosierenden Ver~inderungen wie Pneumokoniosen, idiopathi- 
schen Lungenfibrosen, fibrosierender Alveolitis, Leberzirrhose oder Vernar- 
bungen. 

Bei groben Ver~inderungen bereitet die lichtmikroskopische Beurteilung im 
allgemeinen keine Schwierigkeiten. Hingegen ist bei diskreten Ver~inderungen 
und bei l~ingeren postmortalen Liegezeiten die Unterscheidung zwischen echten 
Fibrosierungen und pr~iexistenten Bindegewebsfasern oft schwer. Eine quanti- 
tative Erfassung der Kollagentypen am histologischen Schnittpr~iparat wtirde 
derartigen Unsicherheiten entgegenwirken und so eine objektivere Beurteilung 
der fibrosierenden Prozesse erm6glichen. Es wird deshalb in der vorliegenden 
Arbeit eine selektive, normierte und reproduzierbare histologische Methode 
zur Quantifizierung der relativen Mengen des Kollagens I und III, auch nach 
l~ingeren postmortalen Intervallen, vorgestellt. 
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Material und Methode 

Vorbereitung der Schnitte 

Serien von 5 g dicken Paraffinschnitten aus 3 × 2 cm grogen Gewebsbl6cken formalinfixierter 
Lunge wurden zun~chst wie folgt gefiirbt: 

1. Entparaffinierte Schnitte kurz absp~ilen in 70%igem Alkohol. 
2. In Resorcin-Fuchsin (nach Weigert) verdtinnt 1:1 mit 70%igem sauren Alkohol (1% 

konz. HC1 in 70%igem Alkohol) ffir 24 h bei Zimmertemperatur f~rben. 
3. Mit 70%igem Alkohol mehrmals abspfilen, bis Spfill6sung klar ist. Anschliegend mit 

Aqua dest. spfilen. 
4. Celestinblau (2,5 g Eisenammoniumalaun in 50 ml Aqua dest. 16sen, 0,25 g Celestin Blau 

B (Sigma) dazugeben und 3 rain kochen. Abkfihlen, filtrieren und 7 ml Glycerin dazuge- 
ben). 5 rain bei Zimmertemperatur f~rben. 

5. In Leitungswasser mehrmals abspfilen, anschlieBend mit Aqua dest. abspi~len. 
6. In Mayer's Hfimalaunl6sung (Merck) 5 rain bei Zimmertemperatur f~irben. 
7. In Leitungswasser abspfilen. 
8. Kurz differenzieren in 70%igem sauren Alkohol. 
9. Unter Leitungswasser ein paar Minuten bl~uen lassen. 

10. In Aqua dest. abspalen. 

Optirnierung der Solophenyl-Rot-Fiirbung 

Anschliegend wurden die vorbehandelten Pr/~parate in einer Versuchsreihe mit verschiede- 
nen Konzentrationen von Solophenyl Rot 3 BL (Ciba-Geigy) in ges/~ttigter w/igriger Pikrin- 
s~iurel6sung unter verschiedenen pH-Bedingungen und F~irbezeiten gef~rbt (Tabelle 1). Pro 
Versuch wurden 5 Schnittpr~parate verwendet. 

Pri~fung der Farbstoff-Bindung 

Die gef~rbten Schnittpr/~parate wurden jeweils zweimal 30 s in 0,01 N HC1 eingetaucht, unge- 
deckt luftgetrocknet und auf farbige Polarisation hin mikroskopisch kontrolliert. Mit 2,5 ml 
0,1 N NaOH wurden die Pr/~parate direkt von den Objekttr/~gern in die Megkfivetten des 
Spektrophotometers (Pye-Unicam U SP 8 - 100 UV) quantitativ (mit Skalpellen) transferiert. 
Der Inhalt einer jeden MeBkt~vette wurde eluiert, indem die Proben zun/~chst mit Ultraschall 
ca. 15 s zerkleinert wurden, anschliegend 30 min bei 37°C inkubiert und 10 rain zentrifugiert 
wurden, so dab ein klarer Oberstand vorlag. Die Absorption des klaren Oberstandes wurde 
gegen 2,5 ml ges~ttigter Pikrins~urel6sung spektrophotometrisch bei dem experimentell be- 
stimmten Absorptionsmaximum des Farbstoffes Solophenyl Rot 3 BL (540 nm) gemessen. 

Pri~fung der Spezifitiit 

Zur Pr~fung der Spezifit/~t des Farbstoffes f~ir Kollagen wurden die farbstoffbindenden Grup- 
pen des Kollagens blockiert, n/imlich die Aminogruppen des Lysin und Hydroxylysin und die 
Guanidylgruppen des Arginin. Schnittserien wurden mit Resorcin-Fuchsin und mit Celestin- 
blau-Mayer-H~matoxylin wie oben beschrieben behandelt. Vor der F/~rbung mit Solophenyl 
Rot (0,1 g/100 ml, 60 rain, pH 1,25) wurden die Schnitte mit NaNO2 ffir 24 h bei Zimmertem- 
peratur inkubiert zur Blockierung der Aminogruppen (6 g NaNO2 + 5 ml Essigs~ure + 35 ml 
Aqua dest.). Eine weitere Serie von Schnitten wurde zus/~tzlich ffir 24 h bei Zimmertempera- 
tur mit einer 40%igen L6sung von Acetanhydrid in wasseffreiem Pyridin zur Blockierung der 
Sulfonsfiuregruppen inkubiert. Nach Eluation und Vorbereitung wie oben beschrieben wur- 
den die Absorptionswerte gemessen. Vergleichspr~parate wurden als Kontrolle ftir 24h bei 
Zimmertemperatur in Aqua dest. belassen, anschlieBend mit Solophenyl Rot geffirbt, eluiert 
und spektrophotometriert. Um die Vollst~ndigkeit der Eluation zu kontrollieren, wurden die 
faserigen Sedimente sfimtlicher Proben mit gekreuzten Polarisatoren mikroskopiert. 
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Tabelle 1. Experimentelle Fgrbungen mit Solophenyl 
Rot 3 BL (Ciba-Geigy) in ges~ittigter w~iBriger Pikrin- 
s~urel6sung 

Konzen- 
tration von 
Solophenyl 
Rot 3 BL 
in Pikrin- 
s~iure 
(g/100ml) 

Zeit pH 
(rain) 

0,05 60 
0,075 60 
0,10 60 
0,125 60 
0,15 60 
0,175 60 

0,1 30 2 
0,1 40 2 
0,1 45 2 
0,1 50 2 
0,1 55 2 
0,1 60 2 
0,1 65 2 

0,1 70 2 
0,1 75 2 
0,1 80 2 
0,1 90 2 

0,1 60 3,0 
0,1 60 2,70 
0,1 60 2,5 
0,1 60 2,25 
0,1 60 2,0 
0,1 60 1,75 
0,1 60 1,5 
0,1 60 1,25 
0,1 60 1,0 

nattirlicher pH der Farb- 
stoffiOsung in Pikrins~iure: 
2-2,5 

(eingestellt durch 
tropfenweise Zugabe 
von 0,1 NNaOH 
bzw. 5 N HC1) 

Spektralverteilung des polarisierten Lichts 

Unter den experimentell ermittelten optimalen Bedingungen (Farbstoffkonzentration, F~rbe- 
zeit und pH-Wert) wurde eine weitere Serie von 10 ~ihnlichen Lungenschnitten angefertigt 
und mit gekreuzten Polarisatoren bei Objektivvergr6Berungen von x 25 und × 40 mikrosko- 
piert. Die Spektralverteilung des gesamten farbigen polarisierten Lichts wurde jeweils an 5 
verschiedenen Stellen des subpleuralen, interlobul~ren und peribronchovaskul~iren Intersti- 
tiums zuerst mit einem Monoehromator (Instrumatic B 204, range 190-990 nm) und dann mit 
einem Interferenzverlauffilter (S 200 Schott) ermittelt. Die mikropolarimetrisehen Messun- 
gen wurden mit einem Photomultiplier (RCA Typ 4832, sensitiv zwischen 200-900 nm) tiber 
ein Mikrovoltmeter (Keithley Typ 177 Mikrovolt DMM) vorgenommen. Als Lichtquelle 
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diente die Halogenlampe FCR 12V, 100W eines Leitz Orthoplans bei Trafoeinstellung 11 
Volt. 

Anwendung bei lgingeren postmortalen Liegezeiten 

Unfixierte Hautstreifen mit subcutanem Bindegewebe sowie Gewebsstticke aus den Lungen 
wurden bis zu 24 Tage bei Zimmertemperatur belassen. In Abst~inden von 4 Tagen wurden 
Proben entnommen, in Formalin fixiert und nach der beschriebenen Methode gef~irbt. Haut 
mit subcutanem Bindegewebe sowie Gewebsstiicke aus der Lunge einer Leiche mit einer Lie- 
gezeit von ca. 4,5 Wochen wurden ~ihnlich aufgearbeitet und ausgewertet. 

Ergebnisse 

1. Bei der Mikroskopie der histologischen Pr~iparate ohne Polarisation traten 
die elastischen Fasern deutlich dunkelbraun hervor. Daneben fanden sich in ge- 
ringerer Menge andere diinne Fasern, die ungeffirbt waren und sich nur wenig 
von der Umgebung abhoben. Der  gr6gere Teil der Faserelemente erschien 
schwach ziegelrot. Die Kerne zeigten deutliche dunkle Kernmembranen und 
Chromatingeriiste. Unter  gekreuzten Polarisatoren leuchteten die vorher  zie- 
gelrot erscheinenden Fasern teils orange und teils griinlich. Die dunkelbraunen 
elastischen Fasern sowie die diinneren Fasern blieben als solche erkennbar  und 
polarisierten nicht. 
2. W~ihrend alle Prfiparate eine deutliche farbige Polarisation vor der Eluation 
mit 0.1 N N a O H  aufwiesen, zeigten die faserigen Sedimente nach Eluation und 
Zentrifugieren keine Polarisation mehr. Die dunkelbraunen elastischen Fasern 
blieben in den Sedimenten deutlich zu erkennen.  S~imtliche anderen Fasern wa- 
ren blab und farblos. Die an den histologischen Pr~iparaten gebundenen Farb- 
stoffmengen waren somit vollst~indig eluiert. An der Farbstoffbindung waren 
also nur die ziegelrot gef~irbten, farbig polarisierenden Fasern beteiligt, n~imlich 
die Kollagen-Typ-I- und Typ-III-Fasern. 
3. Nach der Desaminierung mit NaNO2 zeigte sich eine Verminderung der ge- 
bundenen Farbstoffmenge um 84% (Abb. 1). Nach zus~itzlicher Blockierung 
der Guanidylgruppen durch Acetylierung wurde die Farbstoftbindung vollsdin- 
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Abb. 1. Absorptionskurve des eluierten Solophenyl Rot: (links) aus einem optimal gef~irbten 
Schnittprfiparat und (rechts) aus einem nach Desaminierung geffirbten Schnittpr~iparat. 
Reduzierung der Absorptionswerte um 84% (von 0,220 auf 0,035) 
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Abb. 2. Konzentration des Solophenyl Rot: Abh~ingigkeit der Farbstoffbindung vonder Farb- 
stoffkonzentration. Bei 0,1 g/100 ml ist eine Abs~ittigung mit dem Farbstoff deutlich erkennbar 
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Abb.3. F/irbezeit: Abh~ingigkeit der Farbstoffbindung von der F~irbezeit - eine Zeit von 
60 min erwies sich als optimal 

dig aufgehoben. Hingegen zeigten die mit Aqua dest. behandelten Kontrollpr~- 
parate keine Verminderung der Farbstof£oindung. Die Verminderung bzw. 
Aufhebung der Farbstoffbindung nach Ausschaltung der farbstoffbindenden 
Gruppen des Kollagens belegt die Spezifit~it des Solophenyl Rot 3 BL fiir Kolla- 
gen am histologischen Paraffinschnitt. Die Menge des aus den histologischen 
Prgparaten eluierten Farbstoffes wurde spektrophotometrisch durch Messung 
der Absorption bei 540 nm bestimmt. Da der Farbstoff in niedrigen Konzentra- 
tionen vorlag, gilt das Lambert-Beersche Gesetz mit Proportionalitgt zwischen 
Lichtintensit~it und Farbstoffbindung. Die Farbstoffmenge steht somit in direk- 
tem Verh~ltnis zu dem Gehalt an Kollagenfasern, welche den Farbstoff gebun- 
den haben. 
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Abb. 5. Spektralverteilung des gesamten polarisierten Lichtes bei optimal gef~irbten Schnitt- 
pr~paraten. Zwei Megverfahren - Monochromator und Interferenzverlauffilter - ergeben 
identische Peaks: bei 490 nm ffir die grtine Polarisation des Typ-III-Kollagens und bei 590 nm 
fiir die orange Polarisation der Typ-I-Kollagenfasern 

4. Die  optimale Farbstoffbindung der gleich groBen und aus dem gleichen, re- 
lativ h o m o g e n e n  Gewebsblock  s tammenden Schnittprgparate unter verschiede- 
nen Konzentrat ionen von Solophenyl  Rot  3 BL land sich bei einer Solophenyl-  
Rot-Konzentrat ion von 0 ,1g /100ml  gesfittigter wggriger Pikrinsfiurel6sung 
(Abb. 2). 
5. Bei  den verschiedenen F~rbezeiten erwies sich 60 rain als optimal (Abb. 3). 
6. Der  optimale pH-Wert  lag bei 1,25 (Abb.  4). 
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7. Die Spektralverteilung des farbigen polarisierten Lichts ergab mit zwei ge- 
trennten Verfahren und bei Messungen an verschiedenen Stellen ilbereinstim- 
mende Peaks bei 590 nm ffir die orange Polarisation des Typ-I-Kollagens und 
bei 490 nm filr die grfine Polarisation des Typ-III-Kollagens (Abb. 5). 
8. Die Spektralverteilung des polarisierten Lichts in den Pr~iparaten aus den 
Hautstreifen mit l~ingeren Liegezeiten zeigte ebenfalls zwei getrennte Peaks bei 
490 nm und bei 590 nm. Die l~ingeren postmortalen Intervalle hatten die farbige 
Polarisation der Kollagenfasern nicht beeinfluBt. 

Nach diesen Ergebnissen l~il3t sich die Vorschrift filr die Fgrbung (siehe 
,,Vorbereitung der Schnitte" 1-10) mit folgenden Schritten fortsetzen und ab- 
schliegen: 

11. Frische L6sung von Solophenyl Rot 3 BL (Ciba-Geigy) in ges~ittigter w~ii3ri- 
ger Pikrinsgure (0,1 g/100 ml) kalt zubereiten, pH-Wert auf 1,25 durch tropfen- 
weise Zugabe von 0.1 N NaOH bzw. 5 N HC1 einstellen. 
12. Pr~iparate 60 min ffirben. 
13. Zweimal je 30 s abspfilen mit 0,01N HC1. 
14. Entw~issern in Alkoholreihe, kl~iren in Xylol und mit Eukitt eindecken. 

Diskussion 

Mit der Picro-Sirius-F~rbung gelang die polarisationsoptische Differenzierung 
von Kollagen-Typ-I- und Typ-III-Fasern am histologischen Schnittpr~iparat 
(Junqueira 1979). Der Farbstoff Sirius Red Supra verst~irkt die natfirliche 
schwache Anisotropie des Kollagens um das Mehrhundertfache; die Typ-I-Fa- 
sern leuchten im polarisierten Licht rot und die Typ-III-Fasern griln auf. Diese 
Eigenschaft machten sich einige Untersucher zunutze, um die Verteilung von 
Kollagen in verschiedenen Gewebsarten darzustellen, manchmal in Kombina- 
tion mit quantitativen optischen Techniken, wie z.B. der optischen Diffrakto- 
metrie (Junqueira et al. 1979a; Montes et al. 1980; Dziedic-Goclawska et al. 
1982; Rozycka et al. 1982). Die Ergebnisse stimmten mit den Befunden immun- 
histochemischer und biochemischer Analysen ilberein (Gabbiani et al. 1976; Rem- 
berger et al. 1975; Hurst et al. 1977; Huang 1977; Madri und Furtmayr 1980). 

Der in der vorliegenden Arbeit angewendete Farbstoff Solophenyl Rot 3 BL 
verst~irkt, wie der Farbstoff Sirius Red Supra, die schwache natfirliche Aniso- 
tropie des Kollagens und differenziert die Polarisationsfarben in ein deutliches 
Orange for Typ-I- und Grfin for Typ-III-Kollagen. Solophenyl Rot 3 BL ist ein 
Polyazofarbstoff der Textilindustrie (Molekulargewicht 1241, L~inge des Mole- 
kills 51,1 ~ngstr6m). Wie der Farbstoff Sirius Red Supra (Molekulargewicht 
1347, Molekfill~inge 46 Angstr6m) besitzt Solophenyl Rot 3 BL sechs Sulfon- 
sfiuregruppen. Anders als Sirius Red Supra und der ~ihnliche Fabstoff Direct 
Red (ICI) zeigte Solophenyl Rot keinen st6renden Hintergrund. Zus~itzlich 
schien die L6slichkeit etwas besser. Die Basis der Farbreaktion ist bei diesem 
Farbstoff die Bindung der Sulfons~iuregruppen an den Aminogruppen von Ly- 
sin und Hydroxylysin sowie an den Guanidylgruppen des Arginin - Kompo- 
nenten der Dreikettenspirale des Kollagens. 
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Die ftir dieses Verfahren entscheidenden Polarisationsfarben sind vonder  
Dicke der Fasern abh~ngig (Perez-Tamayo und Montfort 1980); w~ihrend das 
Kollagen Typ I in dicken Faserbandeln zu finden ist, tritt das Kollagen Typ III 
reichlich in den dt~nnen Reticulumfasern auf. Es handelt sich bei diesen extra- 
zellulgren Formen des Kollagens um zwei genetische Typen mit unterschiedli- 
cher Antigenspezifitfit und unterschiedlichen Aggregationsmustern der Fibrillo- 
genese. Diese Eigenschaften sind durch die prim~ire Struktur der Polypeptide in 
den Monomeren bestimmt (Bornstein et al. 1966; Fietzek und Ktihn 1976). Die 
Merkmale - Antigenspezifitfit und Aggregationsmuster - erm6glichen ihrer- 
seits die Entwicklung yon Nachweismethoden: die Antigenspezifitfit ftir die im- 
munhistochemischen Methoden und die fibrill~ire Aggregation fiir die polarime- 
trischen Methoden. 

Das Ziel der verschiedenen Nachweismethoden ist letztendlich, das Men- 
genverhfiltnis zwischen Kollagen Typ I und Typ III in verschiedenen Geweben 
zu bestimmen, damit auch diskrete pathologische Verschiebungen erkennbar 
werden. Dieser Index I/III ist z.B. bei einer Osteogenesis imperfecta yon 5,9 
ftir normales Knochengewebe auf 1,8 herabgesetzt, bevor die Krankheit kli- 
nisch apparent wurde (Hill und Harper 1984). Bei verschiedenen mit leichteren 
und z.T. unklaren Fibrosierungen einhergehenden Lungenver~inderungen sind 
entsprechende charakteristische Verschiebungen des Index I/III festgestellt 
worden (Crystal et al. 1978; Madri und Furthmayr 1980; Reiser und Last 1981). 

Die Verschiebungen des Index I/III wurden bisher immunhistochemisch 
oder nach chemischer Extraktion des schwer 16slichen Kollagens bestimmt. Sol- 
che Methoden sind aufwendig und wegen St6rungen oder Verlust der Antigen- 
spezifit~it nach l~ingeren postmortalen Intervallen in der forensisch-pathologi- 
schen Diagnostik problematisch (Seyer et al. 1976; Gabbiani et al. 1976; Hurst 
et al. 1977; Minor 1980; Madri und Furthmayr 1980; Laurent et al. 1981; Chan 
und Cole 1984). W~ihrend sich die immunhistochemischen und biochemischen 
Methoden der chemischen Extraktion des Kollagens bedienen, begn~gen sich 
die polarimetrischen Verfahren mit der Darstellung der extrazellulfiren Faser- 
aggregation in situ (Junqueira et al. 1979a u. b; Dziedic-Goclawska et al. 1982; 
Rozycka et al. 1982). Es war nun zu prtifen, ob und inwieweit die polarimetri- 
schen Methoden st6ranfgllig sind oder fehlerhafte Werte liefern. Zun~ichst er- 
gaben Reihenversuche, dag postmortale Liegezeiten bis zu 4 Wochen die Aus- 
wertbarkeit der histologischen Schnitte nicht beeintrfichtigen. Als ein m0glicher 
St6rfaktor kam das Elastin in Frage. Es ist bekannt, dab das Elastin ganauso 
wie das Kollagen ein extrazellul~ir unl6sliches Protein ist, welches bei der Fibril- 
logenese ebenfalls durch Aggregation und ,,Cross-links" stabilisiert wird. Die 
intrazellulfiren Vorstufen sind - wie die des Kollagens - 16slich und sind mit C- 
und N-terminalen Gruppen versehen (Bailey 1978). Wegen dieser Ahnlichkei- 
ten in Biosynthese und intra- sowie extrazellul~irem physikalisch-chemischen 
Verhalten, und weil auch das Elastin eine natt~rliche schwache Anisotropie be- 
sitzt (Fietzek und Kfihn 1976; Bailey 1978), stellt sich die Frage nach einer et- 
waigen Beteiligung der elastischen Fasern an der Polarisation. Um die Selekti- 
vitfit des Solophenyl Rot 3 BL ffir Kollagen behaupten zu k6nnen, mug die Mit- 
erfassung der elastischen Fasern ausgeschlossen werden. Es ist zwar bekannt, 
dal3 amphoterische Farbstoffe in Pinkrinsfiurel6sung bei niedrigen pH-Werten 
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das Kollagen selektiv anf~irben (Miiller und Chytil 1966; Constantine und 
Mowry 1968), jedoch ist die Sch~irfe der Selektivit/~t von dem Farbstoff abh/~n- 
gig. Solophenyl Rot 3 BL ist als Farbstoff in der Histologie bisher unbekannt. 
Ob dieser Farbstoff in Pinkrins~iurel6sung, wie hier angewendet, die elastischen 
Fasern oder Teile davon mit anf~irbt, konnte mikroskopisch zun/~chst nicht 
ohne weiteres entschieden werden. Deshalb wurden die elastischen Fasern mit- 
tels Resorcin-Fuchsin so gef~irbt, dab sie auch w/~hrend der Polarisationsmi- 
kroskopie dunkelbraun erkennbar blieben. Es stellte sich heraus, dab die elasti- 
schen Fasern in der Solophenyl-Rot-F~irbung nicht polarisieren. Damit  ist eine 
wichtige Anforderung an eine F~irbrnethode zur polarimetrischen Quantifizie- 
rung von Kollagenfasern erfiillt. 

Das Kollagen ist bei der beschriebenen F/~rbmethode mit Solophenyl Rot 
abges/~ttigt. Dies lieB sich dutch Reihenversuche mit Variation von Farbstoff- 
konzentration, F~rbezeit und pH-Wert belegen. Der Nachweis der Abs~ittigung 
erfolgte durch Eluation und spektralphotometrische Messung der Farbstoff- 
mengen an den Schnittreihen, wobei die Vollst/~ndigkeit der Eluation jeweils 
mikroskopisch kontrolliert wurde. 

Die polarisationsoptische Bestimmung des Index Kollagen I/III mit der So- 
lophenyl-Rot-F/~rbung erfordert die quantitative Messung der Mengenverh~ilt- 
nisse von Kollagen I u n d  III am histologischen Schnitt. Naehdem davon ausge- 
gangen werden kann, dab Solophenyl Rot das Kollagen selektiv anfiirbt und 
dab die KoUagenfasern auch mit dem Farbstoff abges/~ttigt sind, entsprechen 
die spektrophotometrisch ermittelten Absorptionswerte der Menge an Kolla- 
genfasern, da wir uns im Giiltigkeitsbereich des Lambert-Beerschen Gesetzes 
bewegen. Die durch den gebundenen Farbstoff entstandene leuchtend farbige 
Polarisation wies spektralanalytisch zwei Peaks auf (Abb. 5), flit Kollagen III 
bei 490 nm und ftir Kollagen I bei 590 nm. So kann mit entsprechenden Filtern 
und einem geeigneten Photomultiplier die Intensit/~t des polarisierten Lichts ftir 
die beiden Farben getrennt gemessen werden. 

Die polarimetrischen Mel3werte sind demnach quantitativer Ausdruck der 
Menge der farbig polarisierenden Kollagenfasern. Der Index I/III l~iBt sich mit 
dieser Methode bestimmen und erlaubt Rtickschltisse auf etwaige fibrosierende 
Prozesse, auch bei diskreten Ver/inderungen und nach 1/~ngeren Leichenliege- 
zeiten - ein entscheidender Vorteil in der forensisch-pathologischen Diagno- 
stik. 
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