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Beitrag zur fiuorescenzmikroskopisehen Untersuchung 
lebender 0rgane. 

Von 
W. KULPE. 

M_it 1 Textabbildung. 

(Eingeganffen am 23. Miirz 1955.) 

Die Darstellung yon Gewebsstrukturen ist im allgemeinen an die 
Anfertigung histologischer Schnitte gebunden. Sie nimmt dabei die 
Ver~nderungen durch Fixierungs- und F~rbeverfahren in Kauf. Fiir 
eine ganze Rcihe yon Fragestellungen interessanter und aufschlui~- 
reicher aber ist die Darstellung eines Gewebsbildes, das lebend und in 
roller Funktion beobachtet  und beurteilt werden kann. ELLINGER und 
HI~T haben schon 1929 ein Verfahren entwicke]t, das die mikroskopische 
Betrachtung lebender Organe ermSglicht. Durch Anwendung yon 
Fluorescenzfarbstoffen und durch Beobachtung im auffMlenden u]tra- 
violetten Licht gestat tet  das Verfahren, nicht nur die Struktur zu 
beurteilen, sondern auch den Ablauf yon Sekretionsvorg~ngen zu ver- 
fo]gen. Gewil~, die Feinheiten des Plasmas und des Kernaufbaues 
lassen sich au~ diese Weise nicht erkennen, der besondere Vorzug ist 
und bleibt aber der direkte Einblick in das funktionelle Geschehen. 
Es entstehen mehrfarbige lebende Bilder, deren Wechsel photographisch 
festgehalten werden kann. Als Beispiel diene die Abb. 1 der Ga]len- 
capillaren, die in der histologischen Preparat ion bekanntlich nut  schwie- 
rig dargestellt werden kSnnen. Im Mikroskop ist das Bild noch instruk- 
river, da es farbig ist und auch die Leberzellbalken zu sehen sind. Die 
Gallencapillaren fluorescieren gelb, die Leberzellen griin. Die ttelligkeit 
der Zellbalken ist allerdings merklich geringer und das ist der Grund, 
warum die Belichtungszeit yon 2 rain nicht ausreichte, um sie zur Abbil- 
dung zu bringen, l~reilich ist die ganze Methode an ein gewisses experi- 
mentelles Geschick mit  appara t ivem Aufwand gekniipft. Das mag der 
Grund gewesen sein, dal~ sie sich nicht so verbreitet  hat, wie es vielleicht 
]ohnend gewesen w~tre. Es liegt aber auf der Hand, dal~ mit diesem 
Verfahren MSglichkeiten gegeben sind, auf experimentellem Wege 
gerade an der Leber unter anderem die Vielzahl yon Stoffen, die in den 
letzten Jahren in die Lebertherapie Eingang gefunden hat  und deren 
Wirksamkeit  noch strittig ist, zu studieren. 
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Voraussetzung ffir die Deutung fluoreseierender S~rukturen ist 
Klarheit und Sicherheit in der Beurteilung der weehselnden Farbent- 
wicklung der verwendeten Fluorochrome. Diese sind n/imlieh gekenn- 
zeichnet durch eine Farb/inderung bei verschiedenen Bedingungen. So 
haben ELLINGER und HI~T in vitro f fir das Fluorescein, einen der gebriiuch- 
lichsten Fluoreseenzfarbstoffe, eine Farbtafel  entwickelt, deren Farben 
von der Wasserstoffionenkonzentration des 5rtlichen Milieus abh/ingig 
sind. Diese Farben haben die beiden Autoren der Auswertung ihrer 

Abb. 1. Gal lencapi l larnetz  ill Fluoresceindarstel lung.  

Lebenduntersuehungen tierischer Organe zugrunde gelegt. Das Er- 
gebnis waren Arbeiten fiber die p~-Anderung w~hrend der Harn- 
bereitung im tubulgren Apparat der Niere, und es erschien einleuchtend, 
dab mit der Anwendung solcher Fluorescenzindieatoren eine brauehbare 
Methode zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration im leben- 
den Gewebe gefunden worden war. Unsere Untersuchungen liel]en aber 
berechtigte Zweifel an der Richtigkeit dieser Ansehauung aufkommen, 
so dab wir uns im Hinblick auf die Niitzlichkeit der 3/iethode veranlaftt 
sahen, die Frage nach der Beurteilung der Fluoreseenzfarben im lebenden 
Organismus aufzugreifen und die MSglichkeit einer intravitalcolori- 
metrischen pH-Bestimmung zu fiberprfifen. 

Methodik. 
Salamandern, KrSten und FrSsehen wurden 0,5 em s Fluoreseein 

oder andere Fluorescenzfarbstoffe in den Rfickenlymphsack injiziert. 
Nach 11/2 Std erfolgte die Betrachtung der LeberoberflSoehe unter dem 
Auflichtmikroskop. Die Tiere wurden vorher narkotisiert und ruhig- 
gestellt mit Urethan-Curare. Das Abdomen wurde erSffnet unter 
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Sehonung der in der Mitte verlaufenden Vena abdominalis anterior. 
Zur Verfiigung stand ein Mikroskop der Firma Leitz mit heb- nnd senk- 
barem Objekttiseh sowie der Auflieht-Illuminator ,,Ultropak" der 
gleiehen Firma. Auf den Objekttisch wurde eine Wanne mit Sieb- 
platteneinsatz und AbfluBvorriehtung aufgesetzt. Naeh Lagerung des 
pr~parierten Tieres erfolgte eine stgndige Berieselung der Leberober- 
flgehe mit Kaltbliiter-gingerl/Jsung. Zur Betrachtung wnrden Wasser- 
immersionen versehiedener Vergr6Berung verwendet. Als Liehtqnelle 
diente eine I5 Amp.-Kohlenbogenlampe mit Kupfersulfatktihlkiivette 
(i0%) und Blaufilter BG 12, das aueh das langwelligere ultraviolette 
Lieht passieren und somit eine gr6Bere Bildhelligkeit erzielen l~Bt. Als 
Vorteil erwies sieh die Weehselliehteinriehtung des Ultropak, die dureh 
miihelose Umsehaltung aueh Beobaehtungen im Gliihlampenlieht 
gestattet. Zum Sehutze der Augen wurden geeignete ultraviolette 
Sperrfilter in die Oeulare eingelegt. Die photographisehen Aufnahmen 
wurden ausgefiihrt mit einer Mifilmea (Leitz) unter Verwendung der 
Erfahrungen yon FI~A~KE und SYLLA. 

Die klassisehe Darstellung des Fluoreseenzbildes der Leber erfolgt 
mit Flnoreseein. Alsbald naeh der Injektion in den Lymphsaek stellen 
sieh die Leberzellen in ihrer typisehen bglkehenf6rmigen Anordnung 
sehwaeh griin fluoreseierend dar. Naeh etwa 11/2 Std hat sieh ein gelb 
bis goldgelb leuehtendes Galleneapillarnetz entwiekelt. Intereellul~Lre 
Fortsgtze sind hier und da deutlieh siehtbar. Das str6mende Blur 
fluoreseiert nieht, die Bluteapillaren zwisehen den Leberzellbalken 
erseheinen daher sehwarz. Die Sekretionsrichtung erfolgt yon der 
Leberzelle in die Galleneapillare, der Farbweehsel des Fluoreseeins auf 
diesem Wege erfolgt vom Griin zum Gelb. Vier Farbstoffe haben wit 
herangezogen, um zu kl~ren, ob der Farbweehsel der Fluoroehrome 
Ausdruek der pa- oder der Konzentrationsi~ndernng darstellt. Ver- 
wendet wnrden Fluoreseein, Trypaflavin, Laetoflavin und Aeridinorange. 
Fluoreseein und Laetoflavin ~Lhneln sieh in ihrem Verhalten, beide 
stellen f/irberiseh besonders die Galleneapillaren heraus, w~Lhrend 
Trypaflavin und Aeridinorange weniger die Galleneapillaren, um so mehr 
aber die Zellkerne anf~rben. Gepriift wurde zun~Lehst im Reagensglas- 
versueh das f/~rberisehe Verhalten der genannten Fluoroehrome im 
ultravioletten Lieht (BG i2) a)'?oei versehiedenen w~grigen L6sungs- 
mitteln, b) bei versehiedener Wasserstoffionenkonzentration, e) bei 
versehiedener Farbstoffkonzentration. 

Die Farbangaben verziehten bewugt auf ausgekliigelte Nuaneen. 
Sie wurden so gew~Lhlt, wie sie sieh dem Auge ohne SehwJerigkeit unter- 
seheidbar darbieten. Die Fluoreseenzintensit/~t wurde mit Kreuzen 
+ bis + + + angegeben. 
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Verdt innung  

1:100 

1:500 

1:1000 

1:10000 

1:1000 

1:10000 

1:100000 

1:1000000 

1:2000 

1:20000 

1:200000 

1:2000000 

1:1000 

l:10000 

1:100000 

1:1000000 

Pn 4,41 

§ 
rotorange 

44 
gelb 

4 4  
gelb 

4 4  
gelbgriin 

§ 
goldgelb 

gelbgriin 

+ 4 +  
griin 

4 +  
blaBgrfin 

§ 
gelb 

4 4 4  
griin 

4 4 4  
griin 

4 4  
blaBgriin 

§ 
rot 

4 4  
gelb 

4 4  
grtin 

4 4  
blaBgrtin 

Tabelle 1. 

PH 6,1 ! p~ 7,8 

Fluorescein 
§ § 

I rotorange rotorange 

4 4  4 4 4  
ge]b gelb 

4 4  4 4 4  
gelb gelb 

+ +  4 + +  
griin I griin 

Trypaflavin 
+ § 

goldgelb goldgelb 

4 4 4  4 4 4  
gelbgrtin gelbgriin 

§  4 4 4  
griin griin 

4 4  ~ § 2 4 7  
blaBgrfin blaBgriin 

Lactoflavin 
§ + 

gelb gelb 

4 4 4  4 4 4  
grtin griin [ 

4 4 4  4 4 4  
griin grtin 

4 +  + 4  
blal]griin blaBgrtin 

Acridinorange 
4 § 

rot rot 

4 4  4 4  
gelb gelbgrfin 

4 4  4 4 §  
griin griin 

4 4  4 4 4  
blaBgrtin blal]grfin 

p~4 8,57 I PH 9,36 

§ 
rotorange 

4 4 4  
gelb 

4 4 4  
gelb 

4 4 4  
grLin 

§ 
goldgelb 

4 4 4  
gelbgriin 

4 4 4  
griin 

4 4  
blaBgriin 

§ 
gelb 

+ 4 4  
griin 

+ 4 4  
grtin 

+ 4  
blaBgriin 

§ 
rot 

4 4 4  
gelbgrtin 

4 4 4  
griin 

4 4 4  
blaBgrtin 

+ 
rotorange 

4 4 4  
gelb 

4 + 4  
gelb 

4 4 4  
griin 

§ 
goldgelb 

4 4 4  
gelbgriin 

+ 4 4  
griin 

4 4  
blal]grSn 

§ 
gelb 

+ 4 4  
griin 

4 4 4  
griin 

4 +  
blaBgrtin 

+ 
rot 

gelbgriin 
§  
griin 

+ 4 +  
blal3griin 

Die Versuche wurden ausgeffihrt unter Verwendung eines Glykokoll- 
puffers und eines Phospha~puffergemisches nach S6~NSE~.  Beide 
zeigten bei der Farbentwicklung das gleiche Verhalten. Die optimale 
Fluorescenzintensit~t liegt, wie aus der Tabelle 1 ersiehtlich, immer bei 
der st~rkeren Verdtinnung und wird im allgemeinen bei 1 : 10000 erreieht. 

Virchows Arch. Bd, 327. 17 
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Das Fluorescein erzielt das Optimum bereits bei einer Verdtinnung yon 
1 : 1 0 0 0 .  Fluorescein und Acridinorange fluorescieren im alkalischen 
etwas stiirker als im sauren Milieu. Besonders anschaulich macht  die 
Tabelle die Farbentwicklung. Sie laBt in der Wagerechten, d. h. bei der 
gleichen Verdfinnung im pH-Bereich yon 4,41~9,36 praktisch keinerlei 
Farbwechsel erkennen. Lediglich das F]uoreseein und das Aeridinorange 
zeigen in der Verdiirmung l :10000 unter Zunahme der Alkalescenz 
eine Nuancierung veto Gelbgrfin zum Grfin bzw. yore Gelb zum Ge]b- 
grfin. Nimmt  sich diese geringe Farbanderung in der Tabe]le 1 wirklich 
r.echt vereinzelt aus, so zeigt die Tabelle 2 in signifikanter Weise den 
Farbwechsel in Abh~ngigkeit yon der Konzentrat ion des Finorescenz- 
farbstoffes. Alle 4 Fluorochrome zeigen in der konzentrierten LSsung 
die gelbe und mit  Zunahme der  Verdiinnung die grtine Farbe.  Der 
Farbwechsel ist hier so eindeutig wie er in Tabelle 1 bei Berficksichtigung 
der Wasserstoffionenkonzentration fehlt. 

Verdtinmmg 

1:100 
1:500 
1:1000 
1:10000 
1:100000 

1:200 
1:2000 
1:20000 
1:200000 
1:2000000 

Farbe 

Fluorescein 
rotorange 

gelb 
gelb 
griin 

blaflgriin 

Lactoflavin 
orange 

gelb 
griin 
griin 

blaggriin 

Tabelle 2. 

Fluorescenz- 
intensit~t Vet diinnung 

§ 
§ 2 4 7  

+ + §  
§ 2 4 7 2 4 7  

, § 2 4 7  

i (+) 

�9 + § 2 4 7  
+ + +  
4-§ 

Farbe 

1:500 
1:1000 
1:10000 
1:100000 
1:1000000 

1:100 
1 : 1000 
1:1000 
1 : 100000 
1 : 1 0 0 0  000 

Trypaflavin 
goldgelb 

gelb 
gelbgriin 

grfin 
blaBgrtin 

Acridinorange 
dunkelrot 

rot 
gelb 
griin 

bl~Bgrtin 

F l l l o r e s c e n z  - 

intensit~t 

(+) 
+ 

§  
+ § 2 4 7  
+ §  

0 
+ 

§ 2 4 7  
§ 2 4 7  
§ 2 4 7  

Diese Reagensglasversuche lassen zun~tchst den SehluB zu, dab in 
einem p~-Bereich, das dem lebenden Gewebe zukommt,  weder das 
LSsungsmittel noch die 6rtliche Wasserstoffionenkonzentration, sondern 
ausschlieglich die Farbstoffkonzentrat ion die Farbe der Fluorochrome 
best immt.  Dadurch scheidet schon einmM die MSglichkeit aus, auf dem 
Wege der Fluorescenzcolorimetr]e eine p~-Best immung im lebenden 
Gewebe auszufiihren. 

Auch im Exper iment  am ]ebenden Tier l~Bt sich der Beweis ffihren, 
dab die Konzentrat ion die ~'arbe der Fluorochrome best immt.  Allerdings 
stellen sich unsere Ergebnisse damit  in Gegensatz zu den Fo]gerungen, 
die ELLINGE~ und HI~T in ihren Arbeiten gezogen haben. I)iese konnten 
in Versuchen an der Niere zuni~chst die p~-Abh~ngigkeit der Fluorescenz 
g]aubhaft machen. Sie fanden n/~mlich auf dem Wege yore Glomerulus 
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z u m  Sammelkan/~lchen eine Farb/~nderung des Fluoreseeins vom 
Griinen zum Gelben und setzten dies gleieh mit der Zunahme sauerer 
und der Abnahme alkalischer Valenzen bei der ttarnbereitung. Die 
Erkl~rung fugte darauf, dab 'iFluorescein, wie aueh aus der Tabelle 1 
ersichtlieh (Verdiinnung 1:10000), im saueren Milieu einen gelbgrtinen 
l%rbton annimmt. 

An der Leber stellen sich die Verh~ltnisse bei Anwendung des 
gleichen l%rbstoffes derart dar, dab die LeberzellbMken glqin fluores- 
cieren, w~hrend die Gallencapil!aren einen intensiven gelben Farbton 
annehmen, der auch in den hilusnahen Sammelgef~13en wiederzufinden 
ist. 

Die ELLI~G~R- und HI~Tschen Erfahrungen an der Niere auf die 
Leber angewendet, fiihren nun zu dem erstaunliehen Ergebnis, dal~ dem 
Inhalt der GMleneapillaren ein stark sauerer Charakter bis in die Leber- 
pforte hinab zukommt, w~hrend wir doeh glauben, die Leber sei im 
Gegensatz zur Niere das Ausseheidungsorgan im alkalischen ~Iilieu. 
Die Anwendung des Laetoflavins vermag nun diesen Widersprueh zu 
klKren. /?as Laetoflavin bringt die Galleneapillaren gleieh gut wie das 
Flnoreseein zur/?arstellung, es zeigt abet im Gegensatz zu diesem bei 
allen Verdfinnungen zwisehen p~ 3,34 und 9,36 eine einheitlieh gef/s 
Fluoreseenz (vgl. Tabelle 1). Man h/~tte daher bei Anwendung des 
Lae~oflavins, wenn tats/~ehlieh die p~-Verh/~ltnisse maBgebend sind, 
eine gleiehe AnfSxbung yon LeberzellbMken und Galleneapillaren 
erwarten k6nnen, eben weft das Laetoflavin sowohl im saueren als auch 
ira MkMisehen Milieu den gMehen Farbton entwiekelt. Sein VerhMten 
im Lebendversueh erbringt abet das Gegenteil, in der Farbentwicklung 
stimmt es genau mit dem Fluorescein iiberein. /?ieses parallele Ver- 
hMten beim Vergleich der Konzentrationsstufen mit den Verh~ltnissen 
in der Leber sollte die Konzentrationsabh/~ngigkeit der F]uoroehrome 
bei der Lebenduntersuehung erl/iutern k6nnen. 

Die ELLING~tt- und I-II~Tsehen Versuche biil3en trotzdem nicht an 
Bedeutung ein. Naehdem die Konzentrationsabh/~ngigkeit der Fluores- 
eenzfarben klargestellt ist, bringen die Versuche die Konzentrations- 
steigerung dutch Resorption von Wasser im tubul~ren Apparat der 
Niere zum Ausdruek. Allein das Zusammentreffen yon Konzentrations- 
vorgang und Aeiditgtszuwaehs und die Anwendung yon Fluoreseein, das 
im konzentrierten Zustand und auf der saueren Seite den gleichen 
gelbliehen Farbton zeigt, vermochte diesen Fehlschlul3 herbeizuftihren. 

lVIit unserer Auffassung yon der Konzentrationsabh~ngigkeit der 
Fluorescenzfarben gelangen wir in Ubereinstimmung mit den Ansiehten 
ST~IYGGEI~s, der in ausgedehnten pflanzenphysiologisehen Studien mit 
Aeridinorange das f~rberisehe VerhMten lebender und toter Pflanzen- 
zellen untersucht hat. Nach seinen Arbeiten ist der Farbweehsel des 

17" 
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Acridinoranges ebenfalls Ausdruck der Konzentrat ionssteigerung des 
Farbstoffes in der Zelle, bedingt durch elektro-adsorptive Bindung des 
Farbstoffes an  frei werdende Valenzen des absterbenden Protoplasma- 
molekfils. Ob diese theoretische Begrfindung des Konzentrat ions-  
effektes generell zutrifft, mSchten wir dahingestellt  sein lassen, da 
Konzentra t ionseffekte  auch ohne Anwesenheit  des molekularen R~um- 
gitters des Protoplasmas zu erzielen sind. 

Wir  sind fiberzeugt, dal~ nach Klarstel lung des f~rberischen Ver- 
haltens der Fluorochrome die Brauchbarkei t  des fluorescenzmikroskopi- 
schen Beobachtungsverfahrens  an lebenden Organen wesentlich erhSht 
wird. Wir  haben  die Methode fiberarbeitet und versucht,  die Aus- 
wertungsmSglichkeit  zu verbessern, weft wir glauben, da~ auf diesem 
Wege noch eine ganze Reihe yon  Fragestellungen bearbeitet  und gelSst 
werden kann. 

Zusammen/assung. 
Es wird das ~rber i sche  Verhal ten yon  Fluorescenzfarbstoffen bei der 

Fluorescenzmikroskopie lebender Organe untersucht  und festgestellt, 
dab 1. eine fluorescenzcolorimetrische p~-Bes t immung im lebenden 
Gewebe nicht  mSglich ist und  2. da~ die Entwicklung der Fluorescenz- 
farbe abh~ngig ist yon  der Konzentra t ionss tufe  der Fluorochrome.  

Die Sicherstellung dieser Tatsachen vermag die Brauchbarkei t  
der Methode zu erhShen. Die Bedeutung der Methode ffir eine Reihe 
von  Fragestel lungen wird dargelegt. 

Die Arbeit wurde im Rahmen der Forschungsaufgaben yon Herrn Prof. Dr: 
Dr. HOaSTE~S mit finanzieller Unterstfitzung der Deutschen Forsehungsgemeinschaft 
angefertigt. 
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