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Die sog. argentaffine Reaktion (Massox 1914) von Gewebsstrukturen im
formolfixierten histologischen Schnitt zeigt die Anwesenheit reduzierender Sub-
stanzen im Gewebe an. Diese schlagen aus ammoniakalischer Silberlosung von
sich aus, d.h. ohne Zugabe von Reduktionsmitteln, metallisches Silber nieder
(s. RomErs 1943). Abgesehen von verschiedenen, im Koérper weit verbreiteten
reduzierenden Gruppen, wie etwa Sulfhydryl- oder Aldehydgruppen, welche wegen
ihrer diffusen Verteilung im Gewebe keine klaren Reduktionseffekte hervorrufen,
sind zundchst die melanotischen Pigmente der Haut usw. und deren Geschwiilste,
ferner fettige und andere Pigmente (3. HaMPERL 1932) argentaffin. Nur zum Teil
argentaffin hingegen, und in dem Zusammenhang deshalb von besonderem histo-
chemischen Interesse, sind die in der vorliegenden Studie untersuchten Wirkstoffe
Adrenalin (A), Noradrenalin (N), Ascorbinsgure (C) und 5-Hydroxytryptamin
(HT)?, obgleich allen von ihnen vor allem ein sehr starkes Reduktionsvermégen
eigen ist und obgleich sie iiberdies beim Menschen in bestimmten Geweben und
in Zellen in hoher Konzentration vorkommen, ndmlich

A und N in Nebennjerenmark, sympathischen Paraganglien, Phiochromocytomen.
O in Hypophysenvorderlappen, Nebennierenrinde, Gelbkorper, interstitiellen
Hodenzellen usw.

HT  im Magen-Darmtrakt (enterochromaffine Zellen) (Lit. s. ErspamMER 1954),
Carcinoiden des Darmtraktes (LEmMBECK 1953), (RATZENHOFER u. LEMBECK
1954).

Als Grundlage fiir den histochemischen Nachweis der 4 Substanzen kommen
nun folgende wesentliche Eigenschaften in Betracht:

1. das starke Reduktionsvermogen aller 4 Stoffe (bezliglich HT: s. ERSPAMER
1954);

2. die Bildung geféarbter Oxydationsprodukte (gilt fir A, N, HT), auf der die
sog. Chromierung der phdochromen und der enterochromaffinen Zellen des Darms
beruht;

3. das Kupplungsvermégen mit Diazoniumsalzen (gilt fir A, N und HT);

4. die Eigenfluorescenz bestimmter Reaktionsprodukte von A, N und HT
(Bacq 1949, BarTrEr und PraRrsE 1953, 1955), welche zum Teil die bekannten
Fluorescenzerscheinungen des Nebennierenmarkes (ErRANKO 1954) bzw. der
enterochromaffinen gelben Zellen des Darms (Er6s 1932, HamperL 1932, ViaLLt
u. ErspamMER 1942 ; SHEPHERD, WEST u. ERSPAMER 1953) hervorrufen.

1 Seit 1. 1. 1956 wird auch in der deutschsprachigen Literatur an Stelle von ,,oxy‘ die
Bezeichnung ,,hydroxy* verwendet, also Hydroxytryptamin an Stelle von Oxytryptamin
(vgl. 3. Erg.-W. zum Beilstein-Handbuch).

6%



84 M. RarzENHOFER und F. LEMBECK :

Diese Eigenschaften sind neben zahlreichen anderen, die histochemisch auBer acht fallen,
in vitro auch schon bei geringen Konzentrationen der 4 Substanzen zu beobachten. Dem-
gegeniiber ist auffallend, daB der histochemische Nachweis der 4 Stoffe im Gewebe immer nur
unter ganz bestimmten Voraussetzungen gelingt. Beispielsweise 148t sich die Redulktion von
Silberlosungen durch die an reduzierenden Stoffen sehr reiche Nebenniere selbst in lebens-
frischem Zustand nur dann erzielen, wenn die Silberlosung unmittelbar auf das wnfixzierte
Gewebe zur Einwirkung gebracht wird (KUuTsCHERA-AICHBERGEN 1922, OcaTa u. Ocara
1923, Bour~Ne 1933, Giroup und LesLoxD 1934, vgl. hierzu HamperL 1932), wihrend sie
nach vorausgegangener Fixierung mit allen iiblichen Mitteln stets miBlingt, obwohl etwa durch
die Alkoholfixierung sicher keine Zerstérung von A, N oder C eingetreten ist. Im Gegensatz
dazu fallt die argentaffine Reaktion mit ammoniakalischer Silberlosung an den enterochrom-
affinen gelben Zellen des Darmes bzw. an Carcinoiden nur nach Fixierung mit Formol bzw.
Formolgemischen positiv aus (FEYRTER 1934, Gomort 1948, HaMPERL 1952), vorausgesetzt,
daf innerhalb der von HampERL (1925, 1932) festgestellten 6 Std-Frist fixiert wurde, offenbar
deshalb, weil HT post mortem sehr rasch aus den Granula und den Zellen austritt und dann
mittels der Diazoreaktion gegebenenfalls nur mehr im GewebepreBsaft, aber nicht mehr in
den Zellkérnchen nachweisbar ist (RaTzENHOFER und LEMBECK 1954). Formolfreie Gemische,
z. B. alkohol- oder sublimathaltige Fliissigkeiten sind zur Fixierung der spezifischen Substanz
der gelben Zellen (HT) ungeeignet (s. ParzrLT 1936). Andererseits vermochte Crara (1944)
zu zeigen, daf die Granula der gelben Zellen beim Menschen auch frisch durch angesiuerte
Silbernitratlosung (Methode des Vitamin C-Nachweises nach Giroup-LeBLOND) geschwirzt
werden kénnen,

Die chromaffine Reaktion mit Kaliumbichromat usw. beruht aut der Oxydation der Wirk-
stoffe in phéochromen und gelben Zellen bzw. in den von ihnen ausgehenden hochdifferen-
zierten Tumoren (Phidochromocytomen, Carcinoiden). Es ist dabei sehr bemerkenswert, dafy
die Brauniarbung der Granula in den gelben Zellen von all den Autoren seit J. E. Scumipr
(1905) offenbar nur dann beobachtet wurde, wenn entweder die Fixierungsfliissigkeiten
gleichzeitig Formaldehyd (FA) enthielten (Fixierungsgemische von Orta, KopscH, REGATD),
oder wenn zundchst mit FA allein fixiert und erst nachtriaglich chromiert wird (gelbe Zellen:
TravER 1930, ScHACK 1932; Carcinoide: FEYRTER 1953). Bei den phiochromen Zellen der
Nebenniere ist eine derartige ,,Nachchromierung®‘ nicht méglich: vorausgehende Fixierung
mit FA (HamperL 1932) oder anderen Flissigkeiten (RoM=urs) zerstort das Vermogen der
Zellen, sich unter Einwirkung des Bichromats zu briunen; vielmehr gelingt bei diesen Zellen
die Braunung durch das Chromsalz nur dann, wenn dieses nach den Angaben von BOoRBERG
(1913) 1. unmittelbar allein (mit schlechter allgemeiner Fixationswirkung) oder 2. gleichzeitiy
mit A (in nicht zu grofen Mengen! RomEis) zur Anwendung gebracht wird.

Die Diazoreaktion an gelben Zellen (CorDIER und Lisox 1930, CLara 1932, CrARA und
Cawarn 1932, Viarir u. Erspamer 1933) und an Carcinoiden (RATZENHOFER 1954, RaTZEN-
HOFER und LEMBECK 1954) ist ebenfalls nur am rasch mit FA fixierten Material zu erzielen.
Uber die histochemische Diazoreaktion an A oder N enthaltenden Zellen liegen bis heute
keine klaren Beobachtungen vor, obwohl man die Diazoreaktion zum chemischen Nachweis
dieser Substanzen heranziehen kann (HEINRICH und ScHULER 1948).

Eigenfluorescenz chromaffiner Zellen kennt man nur am formolfixierten, aber nicht am
frisch untersuchten Material. Dies gilt fiir N-haltige Nebennierenmarkzellen (ErRANEG 1954,
1955), enterochromaffine Zellen (Er6s 1932, HamprrL 1932) und Carcinoide (FEYRTER
1953).

Diese Ubersicht zeigt, daB der histochemische Nachweis von A, N, C und HT im Gewebe
nur unter bestimmten Bedingungen méglich ist. Dabei f4llt besonders auf, daB bei den entero-
chromaffinen Zellen und Carcinoiden die FA-Fixierung als unbedingte Voraussetzung fiir die
Argentaffinitit, fiir ihre Fluorescenz, fiir die Diazo- und offenbar auch fiir die Chromreaktion
im histologischen Schnitte angesehen werden muB. A und N dagegen sind nach FA-Fixierung
mittels der Argentaffinreaktion und durch Chromierung nicht mehr darstellbar. C scheint
durch die @blichen Fixationsmittel dem histochemischen Nachweis iiberhaupt entzogen zu
sein. Seine Darstellung gelingt nur dann, wenn das Untersuchungsgut lebensfrisch in an-
gesiuerte Silbernitratlésung verbracht wird (primdre Silberreaktion).

Auf die Bedeutung des FA fiir die Darstellung der enterochromaffinen Granula und die
hierbei noch vollig ungeklarte Art seiner Einwirkung hat aufier CorpIER (1926) und anderen
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insbesondere FEYRTER in seinen Arbeiten immer wieder hingewiesen {(s. FEYRTER 1953).
Auch letzte Modellversuche von BexpirT und Woxe (1957) befassen sich mit diesem Problem.
Sie zeigten, daBl HT, vermengt mit Gelatine und nachtriglich mit Formaldehyd fixiert, die
fur die enterochromatfinen Zellen chrakteristischen histochemischen Eigenschaften (Argent-
affin-Reaktion, Diazo-Reaktion, Ferricyanid-Reaktion, Fluorescenz) gibt: nur die Indol-
reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd fiel nach Formalineinwirkung negativ aus.

Wie im folgenden ausgefithrt wird, haben wir in eigenen Modellversuchen
die vorgenannten kennzeichnenden Reaktionen der 4 Wirkstoffe und die Bedin-
gungen beim Zustandekommen der argentaffinen und chromaffinen Reaktion
im histologischen Priparat nachgepriift, wobei die bedeutsame Rolle des Form-
aldehyds naturgemil besondere Beachtung erforderte. Zur Argyrophilie wird in
unseren Ausfiihrungen nicht Stellung genommen.

Methodik

Die Modellversuche hatten den natiirlichen Verhiltnissen im Gewebe und den Vorgéngen
bei der histologischen Technik (Fixierung, argent- und chromaffine Reaktion) Rechnung zu
tragen. Dabei war zu beriicksichtigen, daf im Gewebe am Orte der Reaktion die Substanzen
A, N, C und HT in relativ hoher Konzentration vorkommen und ferner, dafl im Zuge der
Behandlung (Fixation, Wasserung usw.) mit 16slichen und unléslichen Reaktionsprodukten
zu rechnen ist, wobel histochemisch freilich nur die unléslichen erfafit werden kénnen.

Um das Verhalten der 4 Substanzen bei der argentaffinen Reaktion von verschiedenen
Seiten zu beleuchten, wurden sie in vitro und am Objekttriger unter wechselnden Bedingungen
mit FA bzw. ammoniakalischer Silbernitratlésung bzw. Miillerscher Flissigkeit zusammen-
gebracht.

1. Folgende Ansédtze wurden hergestellt:

a) 0,2 ml 1%iger Losungen von A, N, C und HT?!; 0,1 ml 5%iger Na,HPO,-Losung
(pe 7,6); 0,5 ml 40%iges Formalin (neutrale Losung).

b) 0,2 ml 1%iger Losungen von A, N, C und HT; 0,1 ml 10%iger Essigsdure (pm 2,0);
0,5 ml 40 %iges Formalin (neutrale Losung); ferner entsprechende Kontrollansatze zu a und
b, die statt Formalin Aqua dest. enthielten. Der Kontrollansatz zu a) entspricht etwa dem
pr des Gewebes.

Diese Ansidtze dienten zur Beobachtung in witro bzw. wurden sie nach 3. weiterver-
wendet.

2. WaBrige Losungen der Substanzen wurden auf Objekttriger aufgetragen, mit FA zu-
sammengebracht, mit Silber- und Kaliumbichromat-Losungen behandelt und makro- und
mikroskopisch beobachtet.

3. Aus den Ansétzen von Punkt 1 wurden Proben auf Mattglasplatten aufgetiipfelt und ihr
Verhalten gegeniiber Silberlésung mit und ohne vorausgegangene Wasserung studiert.

Die Versilberung erfolgte durch Einlegen oder Besprithen der mit den 4 Stoffen beschickten
gelatinierten Objekttrager und Mattglasplatten mit 10%iger ammoniakalischer Silbernitrat-
losung (Fontanasche Losung nach der Vorschrift von Masson).

Weitere Einzelheiten sind dem folgenden Abschnitt zu entnehmen.

Ergebnisse
1. Der EinfluB des Formaldehyds. Die Tabellen 1 und 2 zeigen das Verhalten
der 4 Stoffe in saurer und schwach alkalischer Losung in vitro im gewohnlichen
und UV-Licht. Dabei kommt es bei alkalischen A- und N-Losungen nach 24 Std
zur Verfarbung durch die entstehenden Oxydationsprodukte (Bacq 1949); auch
bei HT zeigt sich, aber erst nach mehreren Tagen, eine gelbbraune Verfiarbung.

I Fiir die Uberlassung der Substanzen l-Adrenalinbitartrat (Fa. Sanabo-Wien), 1-Nor-
adrenalin-Base (Farbwerke Hoechst) und Hydroxytryptamin-Kreatininsulfat (Fa. Abbot-
Chicago) sei den genannten Firmen an dieser Stelle gedankt.
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Tabelle 1. Ansditze a und b in vitro sowie deren Kontrollen ohme und mit FA nach 24 Std bei
Zimmertemperatur ber Beobachtung im sichtbaren Licht

pH A N C HT
Ohne FA| 7,6 rosa ocker — —
4,0 — — — —
Mit FA | 7,6 |schwach gelblich| orange mit Nieder- — sattgelb mit Nieder-
schlag schlag
4,0 — — — —

Tabelle 2. Ansditze @ und b in vitro sowie deren Kontrollen ohne und mit FA nach 24 Std bes
Zimmertemperatur bei Beobachiung im wultravioletten Licht

Pu A N C HT

Ohne FA | 7,6 stark hellgelb —1 - hellblan
4,0 — — — hellblau

Mit FA | 7,6 hellblau griinlich -— sehr stark hellgelb
4,0 — — — schwach hellblau

1 Nach 30 min gelbgriine Fluorescenz, die nach etwa 12 Std verschwindet.

Die sauren Losungen bleiben iiber Wochen unverdndert und behalten auch ihre
unverdnderte Wirksamkeit.

Im ultravioletten Licht (Tabelle 2) sieht man bei HT im Sauren und Alkali-
schen von Anfang an die bekannte hellblaue Fluorescenz (JEPsoN u. STEVENS
1953). Die alkalische A-Losung zeigt nach 24 Std die zuerst von Gappum und
Scrirp (1934) beschriebene starke Hellgelb-Fluorescenz, die auf Oxydations-
stufen des A zuriickgeht.

Die entsprechenden in vitro-Ansédtze (Tabelle 1) weisen im Sauren weder so-
fort noch nach Tagen eine Verénderung auf. Anders im Alkalischen: Bei HT
tritt sofort ein weiBlichgelber Niederschlag auf, der zusehends gelb wird. Bei N
tritt erst im Verlauf etwa 1 Std ein gelber Niederschlag auf, der spéter nach-
dunkelt. Bei A kommt es zu einer Gelbfirbung und Tritbung des Ansatzes erst
nach mehreren Stunden.

Im UV-Licht (Tabelle 2) fillt bei den alkalischen FA-Ansidtzen vor allem
die starke und leuchtendgelbe Fluorescenz des HT-Gemisches auf, ferner ist bei
N eine griingelbe und bei A eine hellblaue Fluorescenz zu verzeichnen. Im Sauren
treten keine auffallenden Veridnderungen ein; lediglich die blaue Fluorescenz des

" HT scheint etwas schwicher zu werden.

Zum weiteren Studium der FA-Wirkung wurden Objektirdger, auf welchen die
4 Substanzen aus 1%iger wabBriger Losung eingetrocknet waren, mehrere Tage
hindurch in einer feuchten Kammer FA-Dimpfen ausgesetzt. Hier zeigte N
bereits nach einigen Stunden eine starke Gelbfarbung. Bei HT entwickelte sich
erst nach Tagen eine gelbe Verfarbung. Bei A hingegen kam es nur zu einer
weiBgelblichen Tritbung, und C blieb ohne jede Verfarbung.

Die mikroskopische Beobacktung vor und wihrend der Einwirkung der FA-
Dimpfe ergibt bei HT anfangs die farblosen Kristalle der aufgetrockneten Sub-
stanz; nach 12—24 Std kann man dann die Bildung von gelblichen, 10—100 u
groBlen, schauméhnlichen Trépfchen verfolgen, die sich rundherum anschliefen
oder an der Oberfliche der Kristalle wie ausgeschmiert erscheinen, und die im
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UV.Licht nicht mehr hellblau, sondern gelb fluorescieren. Es handelt sich bei
diesen gelben Tropfchen somit bereits um die Reaktionsprodukte des HT mit FA.
Je linger man FA einwirken 148t (10 Tage), um so mehr verschwinden die Kristalle
und schlieflich sind nur mehr gelbbraun fluorescierende, amorphe Bildungen vor-
handen (Abb.1 und 2). — Das gelbe Reaktionsprodukt von N, das durch
5stindige Einwirkung der FA-Démpfe entstanden ist, besteht aus feinen gelben
amorphen Kérnchen; von den urspriinglichen farblosen Kristallen ist nichts mehr
zu sehen. Bei A und C hingegen bleiben auch nach tagelanger Einwirkung der
FA-Dampfe noch immer die unverdnderten Kristalle.

o o

Abb. 1. Unvollstindige Formaldehydwirkung auf 5-Hydroxytryptamin. Aus wifBriger Lisung aus-
kristallisiertes Serotonin nach 17 stiindigem Aufenthalt in FA-Dimpfen. Neben dem farblosen Sero-
tonin-Kristall amorphe gelbliche Bildungen (Reaktionsprodukt HT-FA). 540fach

Um die Reaktionen im Gewebe bei FA-Fixierung im Modellversuch ganz grob
nachzuahmen, wurden in weiteren Versuchen die 4 Substanzen in 1%iger waB-
riger Losung auf Objekttriger aufgetropft und nach dem Eintrocknen mit kleinen
Troptchen einer durch Zusatz von 10%igem wélirigem Lithiumcarbonat schwach
alkalischen 10%igen FA-Lésung vorsichtig tberschichtet bzw. dartibergetiipfelt.
Laufende makro- und mikroskopische Beobachtung zeigte, dall sich die Kristalle
von A, N und C sofort klar 16sten, bei HT hingegen entstand schon nach etwa
1/, min ein weiBilicher Niederschlag. Bei N trat erst nach einigen Minuten eine gelb-
liche Triibung auf, mikroskopisch sieht man analoge gelbbraune Kérnchen wie
im oben beschriebenen Versuch mit FA-Démpfen. Bei A ist erst nach etwa 1 Std
eine leicht gelbliche Tritbung zu verzeichnen, C verdndert sich iiberhaupt nicht
und die vor Verdunsten geschiitzte Losung bleibt farblos und klar. Fortgesetztes
Auftiipfeln der FA-Losung ergibt dann in Ubereinstimmung mit den Versuchen
in vitro (vgl. Tabelle 1 und 2), da3 bei HT schlieBlich ein makroskopisch gelbes
Produkt entsteht, dem mikroskopisch wieder die in Abb. 2 abgebildeten amorphen
gelbbraunen, stark fluorescierenden Kriimel zugrunde liegen.

Diese Versuche zeigen tibereinstimmend, daB wéBriger FA im schwach Alka-
lischen nur bei HT sofort zur Bildung eines unloslichen Niederschlages fithrt. Auch
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bei N bildet sich ein Niederschlag, doch dauert dies Minuten; bei A vergehen
Stunden, ohne dafl ausgesprochene Niederschlagsbildung eintritt. C zeigt tber-
haupt keine Reaktion.

Wenn man, um diese Effekte besonders deutlich zu zeigen, Objekttriger mit
den aufgetrockneten Substanzen in eine schwach alkalische FA-Losung einstellt
(wie in der histologischen Technik), so bleibt nur bei HT infolge sofortiger Reak-
tion ein auf dem Glas haftender Niederschlag, wihrend die anderen Stoffe in
Losung gehen, bevor es bei N und A durch Re-
aktion mit FA zur Niederschlagshildung kommen
kann. Auf die Verhéltnisse der histologischen
Technik fibertragen bedeutet dies, dall nur HT
mit FA sofort reagiert, wihrend die Niederschlags-
bildung von N und A mit FA erst zu einem Zeit-
punkt erfolgt, nachdem die Stoffe aus ihrer ur-
spriinglichen Lokalisation herausgeldést und in der
Fixierungsflissigleit diffus verteilt wurden.

2. Die Argentaffinitéf. In vitro filhren A, N und
C auch in hohen Verdiinnungen mit ammonia-
kalischer Silbernitratlésung fast augenblicklich zu
einem Silberniederschlag, bei HT verlduft die Re-
aktion dagegen langsamer. Auch beim Bespriithen
der auf Objekttriger aufgetrockneten Substanzen
mit ammoniakalischer Silbernitratlésung tritt die
Schwérzung in der Reihenfolge C—N—A-—HT
auf. In dhnlicher Weise kommt es auch nach Awuf-
pinseln der Silberlésung zur Reduktion (Abb. 3/I).

Wenn hingegen die Substanzen auf gelatinierte
Objektriager aufgetrocknet werden, anschlieBend
fir 3 Tage FA-Démpfen ausgesetzt und zum Ent-
Abb. 2. Serotonin nach einwdchi-  fernen des FA mehrere Stunden in destilliertem
gem Aufenthalt in FA-Diampfen. .
Nur mehr feine amorphe dunkel- Wasser gewaschen werden, so dall nur mehr die

gelbe Partikel. 720fach unléslichen Reaktionsprodukte mit FA auf dem

Objekttrager verbleiben, dann sieht man nach

dem Besprithen mit der Silberlésung nur mehr bei N und HT eine Schwirzung.

Die gebildeten unléslichen FA-Reaktionsprodukte von N und HT haben also
ebenfalls reduzierende Eigenschaften!

Das gleiche Resultat: Schwérzung nur bei N und HT konnten wir dann er-
zielen, wenn die mit FA-Diémpfen behandelten und gewdsserten Stoffe in die
Silberlosung eingestellt wurden (Abb. 3/11).

Um die einzelnen Stufen dieses Endergebnisses zu erfassen, wurden folgende
Versuche auf Mattglasplaiten durchgefithrt; die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zu-
sammengestellt.

Die schwach alkalischen bzw. sauren Anséitze a und b (vgl. Methodik Punkt 1),
sowie deren Kontrollen ohne FA wurden nach 5tégigem Stehenlassen auf Matt-
glasplatten aufgetiipfelt; hiebei wurden gleichzeitig die nur bei den alkalischen
Ansédtzen von N und HT aufgetretenen gelb fluorescierenden Niederschlige (vgl.
S. 87) mit {ibertragen. Anschliefendes mehrstiindiges Liiften der Platten fithrte




Modellversuche zur Histochemie silberreduzierender Substrate 89

zur Entfernung des in den Ansitzen vorhandenen FA bzw. der Essigsdure (An-
satz b), so daB wie bei Anstellung der argentaffinen Reaktion der FA als reduzie-
rendes Agens ausgeschaltet wurde.

Wird eine derart mit den 4 Substanzen mit und ohne FA beschickte Mattglas-
platte nunmehr gleichmiBig mit ammoniakalischer Silberlésung bespriitht, so
ahmt man nebeneinander den wesentlichen Vorgang bei der argentaffinen Real-
tion (Massonsche Methode der ,,sekundéren Silberreaktion‘® nach vorausgegan-
gener FA-Fixierung) bzw. bei der ,,priméren Silberreaktion ohne vorausgegan-

Abb. 3. Gelatinierte Objekttriger, beschriftet mit A, N, Cund HT (0). Verhalten der Wirkstoffe gegen-
itber ammoniakalischer Silberlésung ohne bzw. nach Formaldehyd-Einwirkung. I: Ohne Formaldehyd.
Die Silberlésung wurde auf die aufgetrockneten Stoffe direkt mit dem Pinsel aufgetragen. Ergebnis:
Alle 4 Stoffe reduzieren. — II.: Formaldehyd-Démpfe 3 Tage — 24 Std gewissert — untergetaucht
in Fontanascher Ldsung 12stiindig. Ergebnis: A und C im Waschwasser in Lésung gegangen; nur
N und HT (0) bildeten mit FA unlésliche Reaktionsprodukte, welche die Silberlésung reduzieren

gene Fixierung (Methoden von KUTSCHERA-AICHBERGEN; OcaTa u. OGATA;
GIrouD u. LEBLOND) nach. Hs ergibt sich bei allen Tipfeln eine mehr oder
minder deutliche Schwéirzung mit Ausnahme des Ansatzes ,,C—FA“, wo offen-
bar durch FA bereits eine Zerstorung des reduzierenden Agens erfolgt ist
(Tabelle 3/I).

Zum Unterschied von dieser Versuchsanordnung wird aber in der histologischen
Technik nach erfolgter FA-Fixierung zum Entfernen des FA vor der Versilberung
nicht geliiftet, sondern grindlich gewdsserf. Im Modellversuch gingen wir ent-
sprechend vor, indem némlich die Mattglasplatten mit den eingetrockneten An-
sdtzen vorsichtig in destilliertes Wasser eingelegt wurden. Es konnten sodann
nur mehr die wasserunléslichen Niederschldge auf der rauhen Glasfliche haften-
bleiben. Die darauffolgende Besprithung mit ammoniakalischer Silbernitrat-
Iosung ergibt im Vergleich zu oben (Tabelle 3/1) ein stark verdndertes Bild
(Tabelle 3/II): eine markante Schwirzung ist jetzt so wie bei den Objekttriger-
Versuchen (Abb. 3/1I) nur mehr bei N und HT im alkalischen Ansatz zu sehen.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Mattglasplatten mit den einge-
trockneten Ansétzen mit heiller 10%iger Gelatinelosung tberspriitht, um ein Ab-
schwemmen von Substanzen sicher zu verhindern, ohne daBl dadurch das Heraus-
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Tabelle 3. Verhalten gegeniiber Fontanascher Lisung

I X
pu ohne vorangehende Wasserung mit vorangehender Wigserung
A N C HT A N C HT
ohne FA| 17,6 +++ | 4+ FF+ ++ - - - -
ohne FA 1 4,0 il TR ++ - - - -
mit FA | 7,6 ++ | A+ - +++ + +++ - 4+
mit FA 4,0 + + - + + + - +

Erliuterung: +-- starke, + schwache, — keine Schwirzung.

waschen loslicher Stoffe beeintrachtigt wiirde; anschlieBende Wasserung und
Besprithen mit Fontanascher Losung fithrten wieder zu demselben Ergebnis wie
zuvor (Tabelle 3/1I).

Diese verschiedenen Versuche am Objekttrager und der Mattglagplatte unter-
scheiden sich vom histologischen Verfahren nach Massox nun durch die Art der
FA-Einwirkung, indem die 4 Substanzen entweder mit ¥A-Didmpfen behandelt
oder in den Ansétzen von vornherein lange Zeit mit dem wélrigen FA zusammen-
gebracht wurden und hiedurch fiir N gentigend Zeit zur Niederschlagsbildung zur
Verfiigung stand. Wenn dagegen, wie bei der Massonschen Methode, die Objekte,
d.h. die vier angetrockneten Stoffe, in die FA-Losung eingestellt, anschlieBend
gewissert und dann mit der Silberldsung behandelt werden, so kommt man wie
im histologischen Schnitt zu folgendem Resultat: markante Schwirzung nur
bei HT, bei N ganz undeutliche, bei A und C negative Reaktion. Der Grund liegt
darin, daBl bei dieser Methode durch die FA-Einwirkung im wafirigen Milieu alles
herausgelost wird, das nicht vor vornherein in unldslicher Form vorliegt (wie im
Gewebe z.B. Melanin) oder sofort durch die FA-Einwirkung in ein unlosliches
Produkt umgewandelt wird (wie HT). Auch das nachfolgende Wissern bewirkt
im Schnitt wie im letzten Modellversuch, daB nur mehr unldsliche Produkte fiir
die nachfolgende Versilberung zuriickbleiben (Tabelle 3/I1). Es ist also die Ver-
silberung im Gewebe vom Vorhandensein oder der Bildung unléslicher reduzieren-
der Substrate abhingig. Diese Voraussetzung ist auf Grund der vorangegangenen
Untersuchungen mit FA (S. 86-—88) bei den 4 Wirkstoffen aber nur fir HT ge-
geben, insofern, als nur HT sofort, N dagegen erst nach einigen Minuten mit FA
einen Niederschlag bildet, wihrend A und C im wélBrigen FA iiberhaupt in Losung
gehen.

3. Die Reaktion mit Miillerseher Fliissigkeit. Wenn man 1%ige Losungen
der 4 Substanzen zu gleichen Teilen mit Mullerscher Fliissigkeit mischt, so beob-
achtet man innerhalb von 3 Std bei Zimmertemperatur folgendes:

A: dunkel rotbraune Verfarbung, keine Tritbung, erst nach 1—2 Tagen ist
eine Tritbung, aber kein deutlicher Niederschlag zu sehen.

N zeigt binnen weniger Minuten eine braune Tritbung, die sich nach 1-—2 Std
als Niederschlag absetzt.

O fihrt zu keiner Verfirbung und zu keinem Niederschlag.

HT ergibt in 1/,—1/, Std eine brdunliche Tritbung und nach 2-—3 Std einen
braunen Niederschlag (Abb. 4).
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Bei Aufbringen Miillerscher Fliissigkeit auf Objekttriger mit aufgetrockneten
Substanzen beobachtet man ein ganz dhnliches Verhalten: wihrend bei N und HT
eine braune Tritbung entsteht, bildet sich bei A eine dunkelrote Verfirbung,
C zeigt nichts. Dieser Versuch entspricht im Wesen der primdren Chromierung,
z.B. von Nebennierenmark.
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Abb, 4. Chromreaktion in vitro: 1%/y,-Lésungen von N bzw. HT, versetzt mit MULLERs Fliissigkeit
48 partes. Gewaschene 248td-Niederschldge bei 180facher Vergr. Bei HT groBere Agglomerate

Um die sekunddre Chromierung FA-fixierter Gewebe im Modell nachzupriifen,
wurden die 4 Substanzen auf Objekttriager aufgetrocknet, mit Gelatine iiber-
spritht, dann in FA-Lésung eingelegt, anschlieBend griindlich gewéssert und erst
darnach in Millersche Lésung ver-
pracht. Eine klare Niederschlags- Tabelle 4. Verhalten gegeniiber Echtrotsalz B

bildung konnte jetzt nur mehr bei px r A N C HT

HT erzielt werden; die anderen

Substanzen waren schon zuvor im PP ¥4 2 T LR R
willrigen FA in Losung gegangen. it FA |8 *T ‘++‘ — ;+
Wurden  hingegen  FA-Dimpfe 6 — n N

(4 Tage) angewendet, dann bildeten
sich sowohl bei HT als auch bei N die gleichen gelbbraunen unlgslichen
Reaktionsprodukte wie im fritheren Versuch.

4. Die Diazokupplungsreaktion wurde lediglich zu kurzer Orientierung und
Erginzung in vitro und auf gelatinierten Objekttragern mit dem von Cr.ara (1934)
vorgeschlagenen stabilisierten Diazoniumsalz Echtrotsalz B ausgefithrt (Tabelle 4).
Weitaus am stérksten reagiert N, wobei am Objekttriager schwarzbraune Farb-
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tone entstehen und lebhafte Blasenbildung (Stickstoff) zu verzeichnen ist. Bei
Zusatz von FA-Losungen oder nachtriglicher FA-Anwendung am Objekttriger
gibt A keine klare Reaktion mehr und auch N reagiert abgeschwicht. Damit
steht im Einklang, dall die Diazoreaktion, wie in der Einleitung erwdhnt, an
frisch FA-fixierten Nebennierenmarkzellen praktisch negativ ausfillt und nur
makroskopisch an der dicken Gewebsscheibe eine dunkelrotviolette Ténung zur
Folge hat.

Bei HT ist die Probe nur im Modell sowohl ohne als auch mit FA positiv. Ihr
negativer Ausfall im vnfixierten Gewebe erklért sich durch rasches Herauslosen
des Stoffes durch die Farblosung.

Besprechung der Ergebnisse

Adrenalin zeigt, wie schon lange bekannt ist, deutliche reduzierende Higen-
schaften und fallt dementsprechend in vitro aus ammoniakalischer Silberlosung
das Silber sofort aus. Wenn man aber, um den histologischen Bedingungen
nahezukommen, zuerst FA einwirken l148t, dann entstehen zunéchst bei einem dem
Gewebe entsprechenden py Reaktionsprodukte, welche schwach gelblich sind und
hellblau fluorescieren, welche nach Entfernen des FA durch Liiften nicht immer
reduzieren, die aber in Wasser leiché loslich sind. Sie werden daher bei Einwirken
von Wasser, wilirigen Fixationsmitteln nsw. ausgeschwemmt, selbstredend auch
aus dem Gewebe, wenn die iibliche Massonsche Methode angewendet wird. Erst
diese Beobachtung macht die in der Literatur bisher nicht erklirte Tatsache ver-
stindlich, dall man n&mlich histologisch in adrenalin-reichem Gewebe niemals
eine Argentaffinitdt beobachten kann (Hamerrr 1932). Auch in Miillerscher
Flissigkeit tritt in vitro und daher auch im Gewebe mit A kein Niederschlag auf.
Andererseits ist leicht einzusehen, daB frische A- und ebenso N- und C-haltige
Gewebe Silberlosungen unmittelbar reduzieren (,,primére Silberreaktionen® von
KurscaErAa-AIicHBERGEN, OGATA u. OcAaTa, GTROUD u. LEBLOND).

Noradrenalin reagiert als priméres Amin mit FA im Alkalischen wesentlich
rascher als A, fihrt mikroskopisch aber auch erst nach etwa einer Stunde zur
Niederschlagsbildung, mikroskopisch nach Minuten zur Entstehung gelbbrauner
hellfluorescierender Krumel. Auch dieses Reaktionsprodukt N-FA reduziert
Silberlosungen sehr leicht (Abb. 3/I). Da aber die Niederschlagsbildung mit FA
nicht sofort einsetzt, ist bei der Gewebsfixierung in der dblichen 10%igen wiB-
rigen FA.-Losung seine Entstehung in situ, d. h. in den Zellen verzdgert oder gar
in Frage gestellt. Sehr wahrscheinlich erfolgt ndmlich das Herauslosen des N
durch die FA.-Losung ziemlich rasch und noch vor der Bildung der Nieder-
schliage, da offensichtlich die ersten Reaktionsprodukte zwischen N und FA,
erkenntlich an der Gelbfirbung und anfinglichen Fluorescenz, noch wasserloslich
sind und erst dann in unlésliche Derivate tibergehen. Auch ErRANKG (1955) ver-
mutete eine teilweise Loslichkeit des Produktes im Wasser.

Eigene Versuche zeigten, daf der aus 1 ml des Ansatzes a mit N abzentrifugierte 24-Std-
Niederschlag nach neuerlichem Aufschwemmen mit 5%iger Na,HPO,-Losung auch bei mehr-
malig wiederholtem Abzentrifugieren nicht mehr in Losung ging. Ausschlaggebend scheint
also nicht die Loslichkeit dieses endgiiltigen Reaktionsproduktes, als vielmehr seine langsame
Entstehung zu sein.
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Diese speziellen, vom histochemischen Standpunkt aus ungiinstigen Bedin-
gungen fiir die Bildung des unloslichen N-FA-Produktes stehen nun mit folgenden
Erfahrungstatsachen im Einklang:

1. Lebensfrische Scheiben von tierischem (nicht von menschlichem) Neben-
nierenmarkgewebe, mit wilirigem FA fixiert, zeigen makroskopisch zwar die
von ScHULZ (1938) beschriebene gelbe Verfiarbung (durch das entstandene N-FA-
Produkt, — aber die Zellen geben eine negative Diazo- und keine positive argent-
affine Reaktion (Schwirzung); man sieht vielmehr nur eine diffuse braunliche

W
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Abb. 5. R 5601/53, 70jahr. weibl. Phiochromocytom der linken Nebenniere. Walriges Formol,

Argentaffinreaktion nach MassoN-HAMPERL. Vereinzelt argentaffine Granula in Tumorzellen, argent-

affine Sekretkugeln in Capillaren. Geringe diffuse braune Tonung der Tumorzellen und Capillarwinde.
540fach

Ténung des Gewebes, wie wir vermuten infolge zu geringer Konzentration
und diffuser Verteilung des N-FA-Reaktionsprodukts im Gewebe.

2. Wie den Pathologen ldngst bekannt, aber bisher nicht erklirt ist, nehmen
wilrige FA-Losungen, in welchen N-reiche Gewebe, vor allem Phiochromocytome
fixiert und aufbewahrt werden, binnen wenigen Tagen eine zunehmende gelb-
braune Toénung an und werden triibe. Die Farbe rithrt offenbar von jenem in
unseren Modellversuchen beobachteten gelbbraunen Niederschlagsprodukt des
N mit FA her, welches (vom histochemischen Standpunkt aus betrachtet, be-
dauerlicherweise) eben erst dann entsieht, nachdem die Hauptmasse des N durch
die FA-Losung aus dem Gewebe ausgeschwemmt wurde. In Ubereinstimmung
damit sind die Tumorzellen der Phiochromocytome selbst bei hohem N-Gehalt
und bei rechtzeitiger FA-Fixierung nach Anwendung der Masson-Hamperlschen
Metkode zumeist frei von argentaffinen Einlagerungen; wir konnten solche nur
gelegentlich nachweisen und deuten sie als jene in der Tiefe der Gewebsblocke
verbliebenen Reste des N, welche doch noch in situ mit FA reagiert haben, aus-
gefillt wurden und dann das Silbernitrat reduziert haben (Abb. 5).

Wenn somit wegen der langsamen Ausfdllung des N durch wéBiriges FA das
Massonsche Verfahren zum Nachweis des Noradrenalins in Gewebszellen praktisch
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nicht geeignet ist, gelingt der histologische N-Nachweis mittels FA dennoch,
nédmlich nach dem Vorgang ErAnkds (1954, 1955) fluorescenzmikroskopisch.
Dieser fixiert tierische Nebennieren 24 Std lang mit FA und deckt nach kurzem
Wiissern in Glycerin ein. Hellgriin fluorescierende Inseln im Markgewebe ent-
halten, wie er an Parallelschnitten chromatographisch und biologisch beweisen
konnte, N, wihrend das nichtfluorescierende iibrige Markgewebe vorwiegend A
enthédlt. Eine endgiiltige Erklarung fiir diesen Befund ErANKGs ist heute noch
nicht méglich. Sie dirfte darin zu suchen sein, daf das nach unseren Beobach-
tungen nur zdgernd entstehende fluorescierende N-FA-Produkt nach 24 Std in
den Zellen topographisch etwa richtig, doch in solchen Mengen gebildet wird,
daBl es zu seinem sehr empfindlichen fluorescenzmikroskopischen Nachweis,
jedoch nicht zur Argentaffin-Reaktion ausreicht. Ferner fallt offenbar mit ins
Gewicht, daB ERANKO 40 y dicke, also schlecht auswaschbare Schnitte verwendet,
nach der Formolfixierung nur kurz wiéssert und gleich in Glycerin einschlie3t, so
dafl das schwer lésliche N-FA-Produkt nicht komplett ausgeschwemmt wird,
wihrend es bei der histologischen Methode auf Argentaffinitit aus den wesentlich
dinneren Schnitten beim Wéssern vor der Einstellung in die Silberlésung offen-
bar vollstdndig entfernt wird.

Noch ein weiterer, uns vorldufig nicht klar deutbarer Befund soll hier kurz
erwihnt werden : wihrend wir in den Modellversuchen auf Objekttragern (s.S. 88)
bei N, so wie bei HT durch FA-Diampfe — offensichtlich wegen der verhinderten
Abschwemmung noch 18slicher Reaktionsprodukte durch Wasser und wegen der
langen FA-Einwirkung — jedesmal eine positive argentaffine Reaktion erhielten
(vgl. Abb. 3/II), gelang es auch bei wiederholten Versuchen mit frischem Neben-
nierengewebe vom Menschen oder der Katze niemals, nach der gleichen Fixierungs-
weise ein positives Resultat zu erzielen. Warum in dem Falle trotz tagelanger
FA-Dampfeinwirkung die Bildung unléslicher N-FA-Produkte offenbar unter-
blieben ist, bleibt vorldufig unklar.

Nach all diesen Erfahrungen spielen beim Problem der Fixierung der Katechole
offensichilich die Lésungsbedingungen der Reakiionsprodukie mit FA die ausschlag-
gebende Rolle.

Ein saures pg verhindert die Bildung unléslicher N-FA-Produkte iiberhaupt
(Tabelle 1 und 2).

Miliersche Flissigkeit bildet mit N in vitro einen braunen unloslichen Nieder-
schlag; er ist das Substrat der positiven Chromreaktion im Gewebe. Voraus-
gehende Einwirkung von walrigem FA verhindert diese Reaktion infolge Losung
des N in der FA-Flissigkeit und dies ist der Grund, warum eine sekundire
Chromierung des FA-fixierten Nebennierenmarkes nicht moglich ist. BORBERG
(1913) sah die beste Chromierung des Nebennierenmarkes bei Einlegen in Miiller-
sche Flissigkeit und nachtriglicher FA-Fixierung nach frithestens 24 Std. Es ist
die Frage, ob es sich dabei im Gewebe nur um die — BorBERG damals noch un-
bekannten — Noradrenalin-Oxydationsprodukte, die rasch entstehen, handelte,
oder ob auch Adrenalin unter den Bedingungen im Gewebe zu derartigen unlos-
lichen Derivaten fithren kann; die in vitro-Versuche zeigen zumindest die vor-
herrschende Wirkung des Noradrenalins.
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Vitamin C bildet mit FA keinen Niederschlag und es reduziert auch nicht mehr,
sobald es mit FA zusammengebracht wurde, da es durch diesen zerstort wird
(Towurti 1940). Es ist daher der empfindlichste der vier untersuchten Stoffe;
nach FA-Fixierung sind die Bedingungen zu seiner Darstellung nicht mehr ge-
geben, wie schon lange bekannt ist. Es ist versténdlich, dafl Vitamin Cim Gewebe
nur unter der Voraussetzung einer unmittelbaren, primiren Einwirkung die
Silbernitratlosung zu reduzieren vermag [Prinzip der Methoden von KUTSCHERA-
AICHBERGEN (1922), Ocara u. OcaTa (1923), GrroUuD und LERLOND (1934) zum
Nachweis stark reduzierender Substanzen]. Wie WiMMER schon 1939 feststellte,
fluoresciert Vitamin C weder als Reinsubstanz noch in wiBriger Losung. Die
Fluorescenzerscheinungen ascorbinséure-reicher Parenchym- und Endothelzellen,
welche er bei Ratten nach subcutaner Einverleibung von Vitamin C in FA-
fixierten Gefrierschnitten beobachtete, werden von WimmMER auf fluoroskopische
Eigenschaften der ,,Trégersubstanz® des Vitamins (TonurTI 1937) zurickgefithrt.

Hydroxytryptamin reduziert ammoniakalische Silberlésung in vitro weniger
rasch als A, N und C. Auf Zugabe von FA und HT erfolgt im schwach alkalischen
Milieu, wesentlich rascher als bei N, eine sofortige Tritbung und Niederschlags-
bildung. Dieser Niederschlag, das HT-FA-Reaktionsprodukt, ist amorph, gelb,
dunkelt im Laufe der Zeit nach, diirfte daher einer fortlaufenden chemischen
Umwandlung unterliegen. Er zeigt intensive Gelbfluorescenz, haftet ziemlich
fest auf der Mattglasplatte und kann auch von nachtraglich gelatinierten Objekt-
trégern nicht mehr ausgewaschen werden. Durch diese Eigenschaften, insbesondere
aber durch seine rasche Entstehung schafft dieses Reaktionsprodukt HT-FA
erst jene bei den anderen 3 Wirkstoffen nicht vorhandenen giinstigen Voraus-
setzungen sowohl fiir eine topographisch richtige Lokalisierung des HT im Gewebe,
als auch fiir seine nachfolgende histologische Darstellung mit Farbstoffen (s. Par-
zELT), bzw. durch die kennzeichnenden speziellen Reaktionen (Argentaffin- und
Diazo-Reaktion, Chromierung und Fluorescenz). FA fixiert demnach nicht nur das
Eiweif3 der Zellen, sondern auch HT selbst, A und C dagegen iiberhaupt nicht und
N nur in histochemisch nicht verwertbarem Umfang. FA stellt somit aus diesen
Griinden, wie wir glauben erklirt zu haben, bei rechtzeitiger Anwendung das
ideale Konservierungsmittel fiir die gelben und Carcinoidzellen und ihren Wirk-
stoff dar. Ein entsprechend leistungsfihiger Fixierer ist fiir A und C, aber auch fiir
N bis heute nicht bekannt.

Sehr bemerkenswert ist bei dieser Sachlage noch, dafi nach Crara (1944)
auch die Kornchen unfixierter basalgekornter Zellen des menschlichen Darms
angeséiuertes Silbernitrat zum Teil reduzieren sollen, ganz nach Art von
Ascorbinsdure! Dieses Ergebnis sei nach diesem Autor (1957) ,,sicher auf keine
Wirkung von Vitamin C zu beziehen”. Ob es sich bei diesem Effekt (der beim
Meerschweinchen nicht zu beobachten ist, VETTER 1939) tatsichlich um eine
Reduktion durch ein unverdndertes HT in den Zellgranula handelt, muB erst
exakt bewiesen werden. Zu unseren Versuchsergebnissen (vgl. S.88 und Ta-
belle 3/1I) steht eine solche angenommene primire Silberreduktion durch das
noch unverdnderte HT in Einklang.

Auch eine Erkldrung fir die lingst bekannte Gelbfirbung (OBERNDORFER)
und Eigenfluorescenz des formolfixierten Carcinoidgewebes ist nunmehr moglich,
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weil ndmlich, wie wir zeigen konnten, HT mit FA das in den Modellversuchen
dargestellte gelbe unlosliche Produkt in den dicht gepackten Tumorzellen in situ
bildet und dieses zum Unterschied von A und N durch die Fixierungsflissigkeit
aus den Zellen nicht ausgeschwemmt wird. Der gleiche Vorgang ist verant-
wortlich fiir die von einigen Autoren (s. ParzreLT, ScHULZ) beschriebene inkon-
stante Gelbfdrbung der Granula FA-fixierter gelber Zellen, der Mutterzellen der
Carcinoide.

In Millerscher Flissigkeit mit FA-Zusatz tritt ebenfalls sofortige Nieder-
schlagsbildung ein. Der Einflufl des Bichromats bei dieser Reaktion diirfte, wie
die papierchromatographischen Untersuchungén von LEMBECK und KLEMENT-
scHTTZ (1955) iber die Wirkung von FA auf HT annehmen lassen, vor allem in
der Beschleunigung oxydativer Vorginge bei der Reaktion zwischen HT und
FA zu suchen sein. Bei Einwirkung von Miillerscher Flissigkeit allein auf HT
entsteht das unlosliche Reaktionsprodukt erst nach Viertelstunden bis Stunden
(S.90), also zu einer Zeit, in der HT aus den leicht zersetzlichen enterochrom-
affinen Granula der gelben und der Carcinoidzellen im wesentlichen schon aus-
getreten ist — und offenbar so kann erklirt werden, warum eine primére Chro-
mierung der gelben Zellen nicht moglich ist (vgl. S. 84).

Wir méchten hier das fiir die histologische Praxis so bedeutungsvolle inverse
Verhalten von HT und N gegeniiber FA und Bichromatlésungen nochmals kurz
zusammenfassen: Bichromat reagiert fast sofort mit N, aber langsam mit HT,
ist somit zu dessen histochemischer Darstellung allein ungeeignet; FA dagegen
reagiert sofort nur mit HT, und ist deshalb sein ideales Fixierungsmittel, es reagiert
aber nur langsam mit N, gar nicht mit A; FA kann daher lediglich zur fluorescenz-
mikroskopischen Darstellung von N, aber nicht von A mit Erfolg benutzt werden
(ErANKO 1954, 1955).

Obgleich somit unter den 4 untersuchten Substanzen A, N, C und HT einzig
HT zufolge seiner raschen und histochemisch giinstigen Wechselwirkung mit
FA zur argentaffinen Reaktion befdhigt ist, kommt dieser Reaktion fiir HT gleich-
wohl nur eine kennzeichnende, aber nicht spezifische Bedeutung zu, da sie
bekanntlich auch bei melanotischen und anderen Pigmenten positiv ausfillt.
Es seien hier nur kurz die wichtigsten Zusammenhéinge mit den Melaninen
erwiahnt. Ihre chemische Konstitution ist vor allem wegen ihrer Schwerloslichkeit
noch nicht bekannt. Man denkt an Derivate, die durch Polymerisation von
Oxydationsprodukten der Di-hydroxyphenylverbindungen entstehen und selbst
reversible Oxydations-Reduktions-Systeme besitzen (s. LERNER und FITZPATRICK
1950). Die fiir die Argentaffinitit in Betracht kommenden Faktoren der Leuko-
form bzw. des schwarzen Pigments sind demnach Di-hydroxyphenyl-Grup-
pierungen. Auch bei den HT-FA-Verbindungen liegen unlésliche melaninihn-
liche Pigmentstoffe vor, deren Reduktionsvermégen auf der Anwesenheit pheno-
lischer OH-Gruppen beruht. Der gemeinsame Faktor ist jeweils ein unldsliches,
silberausfillendes Derivat. Wie nun am positiven Ausfall der argentaffinen
Reaktion an den Zellen der Haut, z. B. nach Fixierung in absolutem Alkohol
klar zu erkennen ist (unveroffentlichte eigene Untersuchungen), ist dieses redu-
zierende Derivat im Melanin bzw. im farblosen Promelanin schon von vorne-
herein im Gewebe vorhanden; bei HT dagegen mull erst die Formoleinwirkung
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vorausgehen, um ein unlésliches reduktionsfihiges Substrat in topographisch
richtiger Lokalisation im Gewebe zu schaffen.

Uber die chemischen Reaktionen, die bei FA-Einwirkung an den 4 Wirk-
stoffen ablaufen, liegen derzeit noch keine gesicherten Ergebnisse vor. A, N und
HT bieten dem FA an der Aminogruppe, an den in ortho-Stellung zur phenoli-
schen OH-Gruppe liegenden aktiven C-Atomen, HT ferner auch am a-C-Atom
verschiedene Angriffspunkte. Die dabei entstehenden Derivate neigen, wie unsere
Versuche zeigen, zur Bildung unloslicher Polymerisate, was ihre Konstitutions-
aufkldrung erheblich erschwert. Bei HT werden als Vorstufen dieser Polymerisate
Chinone vermutet (LEMBECK und KiEmENTscHITZ 1955), andererseits haben
Barrrer und Prarse (1955) die Ansicht vertreten, daB sich Harmalinderivate
bilden; GoMoRr1 (1948, 1950) hat eine Kondensation zu bakelitdhnlichen Harzen
angenommen. Um diese einander widersprechenden Meinungen endgiiltig zu
kldren, sind eingehende spezielle Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassung
1. Vier Substanzen, die in vitro ammoniakalische Silberlésung reduzieren,
nédmlich Adrenalin, Noradrenalin, Ascorbinsdure und Hydroxytryptamin wurden
im Modellversuch den bei der Versilberung nach MassoN-HAMLERL gegebenen
Bedingungen unterzogen, wobei zunéchst die Wirkung des Formaldehyds ein-
gehend studiert wurde.

2. Die der Versilberung vorangehende Einwirkung von wiBrigem Form-
aldehyd fiihrt im schwach alkalischen Milieu bei Noradrenalin und Hydroxy-
tryptamin zur Bildung unléslicher, noch immer stark reduzierender Derivate.
Aber nur bei Hydroxytryptamin erfolgt sofortige Niederschlagsbildung; bei
Noradrenalin tritt sie nur langsam auf, wodurch es im allgemeinen zu einer Aus-
schwemmung noch vor der Fillung kommt. Adrenalin und Ascorbinsdure geben
mit Formaldehyd keine histochemisch verwertbaren Niederschldge und scheiden
aus dem Grunde als Substrate fir die Massonsche Reaktion aus.

3. Aus dieser verschieden raschen Fallungsgeschwindigkeit von Hydroxy-
tryptamin und Noradrenalin durch Formaldehyd erklirt sich, dafi die argent-
affine Reaktion im Gewebe nur bei Hydroxytryptamin positiv ausfillt und den
Wirkstoff in den Zellkérnchen richtig lokalisiert, wihrend Noradrenalin zufolge
seiner verzogerten Ausfillung aus den Zellen austritt und so die Voraussetzung
fiir die argentaffine Reaktion noradrenalinhaltiger Zellen in der Regel nicht mehr
gegeben ist.

4. Die Argentaffinitdt hydroxytryptaminhaltiger Zellen geht daher nicht
unmittelbar auf dieses, sondern auf sein durch Wechselwirkung mit dem Form-
aldehyd entstandenes gelbfluorescierendes wasserunlosliches Reaktionsprodukt
zuriick.

5. Die Modellversuche geben damit eine Erkldrung, warum die argentaffine
Reaktion und warum die Chromierbarkeit und Eigenfluorescenz der gelben bzw.
der Carcinoidzellen nur nach vorausgegangener Formoliixierung méglich ist,
ferner dariiber, warum bei dieser Fizierung die 3 anderen Wirkstoffe trotz
ihres starken Reduktionsvermdégens histochemisch keine positive Argentaffin-
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reaktion geben, sondern nur bei unmittelbarer Einwirkung von Silberlésungen
auf das frische Gewebe reduzieren (,,primire Silberreaktion‘‘).

6. Die Versuche machen es ferner verstidndlich, warum an phiochromen Zellen
nur eine primére Chromierung moglich ist und weshalb die Chrombriunung der
gelben Zellen nur bei vorauslaufender oder gleichzeitiger Formaldehydeinwirkung
gelingt.

Summary

1. Four substances which reduce ammoniacal silver solution in vitro (adre-
naline, noradrenaline, ascorbic acid and hydroxytryptamine) were tested in
model experiments by the argentaffine reaction, according to the conditions
prescribed by Massox and HamPERL. The action of formaldehyde was exhaus-
tively studied.

2. The pretreatment of noradrenaline and hydroxytryptamine by a weakly
alkaline formol solution prior to the argentaffine reaction leads to the formation
of insoluble yet strongly reducing compounds. However, only with hydroxytrypt-
amine an immediate precipitate is formed. With noradrenaline the precipitate
forms only slowly, — consequently it usually is washed away before the pre-
cipitation occurs. Adrenaline and ascorbic acid produce no histochemically
detectable precipitates in formol and may be excluded therefore as substrates
for the MASSON reaction’.

3. From these different rates of precipitation of hydroxytryptamine and nor-
adrenaline by formol, it is easily explained why the argentaffine reaction in
tissues is seen only with hydroxytryptamine, and why the active substance
localizes in the cellular granules. In contrast, as a consequence of its delayed
precipitation noradrenaline diffuses out of the cells, and the argentaffine reaction,
presumably so characteristic of noradrenaline-rich cells, — generally does not
oceur.

4. The argentaffinity of cells containing hydroxytryptamine is therefore not
directly related to the hydroxytryptamine per se, but to the insoluble yellow
fluorescent compound formed from it and the formol.

5. These model experiments explain why the argentaffine reaction, as well
as the chromaifine reaction and fluorescence of carcinoid cells occur only after
pretreatment in formol. These experiments also clarify why with this fixation
the other 3 substances studied give histochemically no positive argentaffine
reaction in spite of their strong reducing powers, unless acted directly on by
silver solutions in unfixed tissue, under the requisites of the ,,primary silver
reaction‘’.

6. The experiments explain furthermore why pheochrome cells give only a
primary chromaffine reaction, whereas the yellow (enterochromaffine) cells require
pre- or simultaneous formol fixation for this reaction.
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