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Die sog. argentaffine Reaktion (MAsso~ 1914) yon Gewebsstrukturen im 
formolfixierten histologischen Schnitt  zeigt die Anwesenheit reduzierender Sub- 
stanzen im Gewebe an. Diese schlagen aus ammoniakalischer Silberl6sung yon 
sich aus, d.h. ohne Zugabe yon Reduktionsmitteln, metallisches Silber nieder 
(s. RoMEIS 1943). Abgesehen yon verschiedenen, im K6rper weit verbreiteten 
reduzierenden Gruppen, wie etwa Sulfhydryl- oder Aldehydgruppen, welche wegen 
ihrer diffusen Verteilung im Gewebe keine klaren l%eduktionseffekte hervorrufen, 
sind zun/~chst die melanotischen Pigmente der Hau t  usw. und deren Geschwfilste, 
ferner fettige und andere Pigmente (s. HAlVIPERL 1932) argentaffin. Nur zum Teil 
argentaffin hingegen, und in dem Zusammenhang deshalb yon besonderem histo- 
chemischen Interesse, sind die in der vorliegenden Studie untersuchten Wirkstoffe 
Adrenalin (A), Noradrenalin (N), Ascorbins~ure (C) und 5-Hydroxyt ryptamin  
(tIT) 1, obgleich allen yon ihnen vor a]lem ein sehr starkes ReduktionsvermSgen 
eigen ist und obgleich sie iiberdies beim Menschen in best immten Geweben und 
in Zellen in hoher Konzentrat ion vorkommen, n~mlich 

A und N in Nebennierenmark, sympathischen Paraganglien, Ph~tochromocytomen. 
O in Hypophysenvorderlappen, Nebennierenrinde, GelbkSrper, in~crstiticllen 

ttodenzellen usw. 
HT im h~agen-Darmtrakt (enterochr0maffine Zellen) (Lit. s. E~SPAME~ 1954), 

Carcinoiden des Darm~raktes (LEMBECK 1953), (I%ATZEN=4OF~ U. LEMBECK 
1954). 

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

]. das starke ReduktionsvermSgen aller r Stoffe (bezfiglich I-IT: s. ERSPAM~R 
195~) ; 

2. die Bildung gef/~rbter Oxydationsprodukte (gilt ffir A, N, HT), auf der die 
sog. Chromierung der ph~ochromen und der enterochromaffinen Zellen des Darms 
beruht;  

3. das KupplungsvermSgen mit  Diazoniumsalzen (gilt ffir A, N und HT);  
4. die Eigenfluorescenz best immter ]%eaktionsprodukte yon A, N und H T  

(BAcQ 1949, BA~T~lZ und PEA~S]~ 1953, 1955), welche zum Teil die bekannten 
Fluorescenzerscheinungen des Nebennierenmarkes (ERxNK5 1954) bzw. der 
enterochromaffinen gelben Zellen des ])arms (E~Ss 1932, HAMP]~RL 19321 VIAL/~I 
U. E R S ~  1942; S ~ E ~ ] ) ,  W~ST U. E~S~A~E~ 1953) hervorrufen. 

Seit 1.1. 1956 wird auch in der deutschsprachigen Literatur an Stelle yon ,,oxy" die 
Bezeichnung ,,hydroxy" verwendet, also Hydroxytryptamin an Stelle yon Oxytryptamin 
(vgl. 3. Erg.-W. zum Beilstein-ttandbuch). 
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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, dM~ der histoehemisehe Naehweis der 4 Stoffe im Gewebe immer nur 
unter ganz bestimmten Voraussetzungen gelingt. Beispielsweise li~Bt sieh die Redulction yon 
~ilberl6sungen durch die an reduzierenden Stoffen sehr reiehe Nebenniere selbst in lebens- 
frisehem Zustand nur dann erzielen, wenn die Silberl6sung unmittelbar auf das un/ixierte 
Gewebe zur Einwirkung gebracht wird (KuTsCgERA-AIc]tBERGE~ 1922, OGATA U. OGATA 
1923, BOURNE 1933, GIROUD und LEBLOND 1934, vgl. hierzu ttAMPERL 1932), wi~hrend sie 
naeh vorausgegangener Fixierung mit  allen iiblichen Mitteln stets miBlingt, obwohl etwa durch 
die Alkoholfixierung sieher keine Zerst6rung yon A, N oder C eingetreten ist. Im Gegensatz 
dazu f~llt die argentaffine geakt ion mit  ammoniakaliseher SilberlSsung an den enteroehrom- 
affinen gelben Zellen des Darmes bzw. an Carcinoiden nur nach Fixierung mit Formol bzw. 
Formolgemischen positiv aus (FEYRTER 1934, GOMORI 1948, }IA~PERL 1952), vorausgesetzt, 
dab innerhMb der yon HA~ERL (1925, 1932) festgestellten 6 Std-Frist fixiert wurde, offenbar 
deshMb, weft HT post mortem sehr rasch aus den Granula und den Zellen austritt und dann 
mittels der Diazoreaktion gegebenenfMls nur mehr im GewebepreBsaft, abet nicht mehr in 
den Zellk6rnchen naehweisbar ist (RATZ~KOFER und LEMBECX 1954). Formolfreie Gemische, 
z. B. ulkohol- oder sublimathMtige Fliissigkeiten sind zur Fixierung der spezifischen Substanz 
der gelben Zellen (I-IT) ungeeignet (s. PATZELT 1936). Andererseits vermochte CLARA (1944) 
ZU zeigen, dab die Granula der gelben Zellen beim Mensehen aueh/r isch durch angesguerte 
SilbernitratlSsung (Methode des Vitamin C-Nachweises nach GIROUD-LEBLOND) geschw~rzt 
werden k6nnen. 

Die chroma//ine Reaktion mit Kaliumbiehromat usw. beruht aui der Oxydation der Wirk- 
stoffe in phaochromen und gelben Zellen bzw. in den yon ihnen ausgehenden hochdifferen- 
zierten Tumoren (Phaochromocytomen, Careinoiden). Es ist dabei sehr bemerkenswert, dab 
die Braunfarbung der Granula in den gelben Zellen yon all den Autoren seit J. E. SCHMIDT 
(1905) offenbar nur dann beobaehtet wurde, wenn entweder die Fixierungsfliissigkeiten 
gleichzeitig FormMdehyd (FA) enthielten (Fixierungsgemisehe yon ORT~, KoPscH, REGAUD), 
oder wenn zunachst mit FA allein fixiert und erst n~ehtraglieh ehromiert wird (gelbe Zellen: 
TEgVER 1930, SCHACS: 1932; Carcinoide: FEYRTER 1953). Bei den phaochromen Zellen der 
Nebenniere ist eine derartige ,,Nachchromierung" nieht m6glich: vorausgehende Fixierung 
mit FA (HAMI"E~L 1932) oder anderen Fliissigkeiten (ROMEIS) zerst6rt das Verm6gen der 
Zellen, sich unter Einwirkung des Biehromats zu braunen; vielmehr gelingt bei diesen Zellen 
die Braunung dureh das Chromsalz nur dann, wenn dieses naeh den Angaben yon BORBERG 
(1913) i. unmittelbar allein (mit sehleehter ~llgemeiner Fixationswirkung) oder 2. gleichzeitig 
mit F A  (in nieht zu groBen Mengen! ROMEIS) zur Anwendung gebraeht wird. 

Die Diazorealction an gelben Zellen (CoRDIE~ und LISON 1930, CLARA 1932, CLARA und 
CANAL 1932, VIALLI U. ERSPA~EZ 1933) und an Carcinoiden (RATZENI~[OFEI% 1954, t~ATZEN- 
HOFE~ und LE~BECS: 1954) ist ebenfalls nur am rasch mit  FA  fixierten Material zu erzielen. 
~ber  die histochemische Diazoreaktion an A oder N enthaltenden Zellen liegen bis heute 
keine klaren Beobachtungen vor, obwohl man die Diazoreaktion zum ehemisehen Nachweis 
dieser Substanzen heranziehen kann (HE~N~CH und SCHULER 1948). 

Eigen/luorescenz ehromaffiner Zellen kennt man nut am formolfixierten, aber nieht am 
frisch untersuchten Material. Dies gilt fiir N-haltige Nebennierenmarkzellen (EaXsx6 1954, 
1955), enteroehromaffine Zellen (ER6s 1932, HAMFERL 1932) und Carcinoide (FEYRr 
1953). 

Diese ~bersicht  zeigt, dab der histochemische • von A, N, C und t IT im Gewebe 
nur unter bestimmten Bedingungen mSglich ist. Dabei f~llt besonders auf, dab bei den entero- 
chromaffinen Zellen und Careinoiden die FA-Fixierung als unbedingte Vor~ussetzung fiir die 
Argentaffinitiit, fiir ihre Fluoreseenz, fiir die Diazo- und offenbar aueh fiir die Chromreaktion 
im histologisehen Sehnitte angesehen werden muB. A und N dagegen sind nach FA-Fixierung 
mittels der Argentaffinreaktion und durch Chromierung nieht mehr darstellbar. C scheint 
durch die iibliehen Fixationsmittel dem histochemischen Nachweis iiberhaupt entzogen zu 
sein. Seine Darstellung gelingt nur dann, wenn das Untersuchungsgut lebensfriseh in art- 
ges~uerte SilbernitratlSsung verbracht wird (primdire Silberreaktion). 

Auf die Bedeutung des FA fiir die Darstellung der enterochromaffinen Granula und die 
hierbei noch v611ig ungekl~rte Art  seiner Einwirkung hat auBer CORDIER (1926) und anderen 
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insbesondere :FEYRTEI~ in seinen Arbeiten immer wieder hh~gewiesen (s. FEYI~TEtr 1953). 
Auch ]etzte Modellversuche yon :BE~DITT und WONG (1957) befassen sich mit diesem Problem. 
Sie zeigten, dab I-IT, vermengt mit Gelatine und nachtrgglich mit FormMdehyd fixiert, die 
fiir die enterochromaffinen Zellen chrakteristisehen 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 ausgef i ihr t  wird,  h a b e n  wir in eigenen Model lversuchen 
die vo rgenann ten  kennze ichnenden  R e a k t i o n e n  der  4: Wirks tof fe  und  die Bedin-  
gungen be im Z u s t a n d e k o m m e n  der  a rgentaf f inen  und  chromaff inen R e a k t i o n  
im his tologischen P r g p a r a t  nachgepr i i f t ,  wobei  die be de u t s a me  t%olle des F o r m -  
Mdehyds  na tu rgemg~  besondere  Beach tung  erforderte .  Zur  Argyrophi l i e  wird  in 
unseren Ausf i ihrungen  n ich t  Ste l lung genommen.  

Methodik 
Die ~Iodellversuche batten den natfirlichen Verh~ltnissen im Gewebe und den Vorg~ngen 

bei der histologischen Technik (Fixierung, argent- und chromaffine Reaktion) Rechnung zu 
tr~gen. Dabei war zu berficksichtigen, dal3 im Gewebe am Orte der ~eaktion die Substanzen 
A, N, C und HT in relativ hoher Konzentration vorkommen und ferner, dai] im Zuge der 
Beh~ndlung (Fixation, W~sserung usw.) mit lSslichen und unlSslichen Re~ktionsprodukten 
zu rechnen ist, wobei histochemisch freilich nur die unlSslichen erfM~t werden kSnnen. 

Um das Verhalten der 4 Substanzen bei der argentaffinen Reaktion yon verschiedenen 
Seiten zu belenehten, wurden sie in vitro und am Objekttr~ger unter wechselnden Bedingungen 
mit FA bzw. ammoniakMischer SilbernitratlSsung bzw. Miillerscher Fliissigkeit zusammen- 
gebracht. 

1. Folgende Ans~tze wurden hergestellt: 
a) 0,2 ml l%iger LSsungen yon A, ~N, C und HT1; 0,1 ml 5%iger Na2HPO4-LSsung 

(p~ 7,6); 0,5 ml 40% iges Formalin (neutrMe LSsung). 
b) 0,2 ml 1% iger LSsungen yon A, ~N, C und HT; 0,1 ml 10%iger Essigs~ure (pg2,0); 

0,5 ml 40 %iges FormMin (neutrale LSsung); ferner entsprechende Kontrollans~tze zu a und 
b, die start Formalin Aqna dest. enthielten. Der Kontrollansatz zu a) entspricht etwa dem 
p~ des Gewebes. 

Diese Ans~tze dienten zur Beobachtung in vitro bzw. wurden sie nach 3. weiterver- 
wendet. 

2. Ws L6sungen der Substanzen wurden auf Ob]e~ttriiger aufgetragen, mit FA zu- 
sammengebracht, mit Silber- und Kaliumbichromat-LSsungen behandelt und makro- und 
mikroskopisch beobachtet. 

3. Aus den Ans~tzen yon Punkt 1 wurden Proben auf Mattglasplatten aufge~tipfelt und ihr 
Verhalten gegeniiber SilberlSsung mit und ohne vorausgegangene Whsserung studiert. 

Die Versilberung erfolgte durch Einlegen oder Bespriihen der mit den 4 Stoffen beschiekten 
gelatinierten ObjelOtr~ger und Mattglasplatten mit 10%iger ammoniakalischer Silbernitr~t- 
15sung (Fontanasche LSsung nach der Vorschrift yon MASSON). 

Weitere Einzelheiten sind dem folgenden Abschnitt zu entnehmen. 

Ergebnisse 
1. Der EinfluIl des Formaldehyds ,  Die Tabel len  1 und  2 zeigen d~s Ve rha l t en  

der  4 Stoffe in s~urer und  schwach Mkalischer LSsung in vitro im gewShnl ichen 
und  UV-Licht .  Dabe i  k o m m t  es bei Mkalischen A- und  N~LSsungen nach 24 S td  
zur Verfi i rbung durch  die en t s t ehenden  Oxyd~ t ionsp roduk te  (BACQ 1949); auch 
bei  H T  zeigt  sich, ~ber erst  nach  mehreren  Tagen,  eine ge lbbraune  Verfgrbung.  

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

p~ 

Ohne FA 7,6 I 4,0 

Mig FA 7,6 

4,0 

[ 
A N I C HT 

rosa ocker -- -- I 
schwach gelblich orange mit Nieder- 

schlag 
sattgelb mit Nieder- 

schlag 

T~belle 2. Ans~itze a und b in vitro sowie deren Kontrollen ohne und mit -PA nach 24 Std bei 
Zimmertemperatur bei Beobachtung im ultravioletten Licht 

Ohne FA 7,6 
4,0 I 

Mit FA I 7,6 
I 4,0 

A 

stark hellgelb 

hellblau 

N 

_ _ 1  

griinlich 

c E-IT 

hellblau 
hellblau 

sehr stark hellgelb 
schwach hellblau 

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

Die sauren LSsungen bleiben fiber Wochen unvergndert und behalten auch ihre 
nnvergnderte Wirksamkeit. 

Im ultravioletten Licht (Tabe]le 2) sieht man bei HT im Sauren und A]kali- 
sehen yon Anfang an die bekannte hellblaue Fluorescenz (ffEPSON u. STEVENS 
1953). Die a]kalisehe A-L6sung zeigt nacb 24 Std die zuerst yon GADDUM und 
SO~ILD (1934) beschriebene starke Hellgelb-Fluorescenz, die auf Oxydations- 
stufen des A zurfickgeht. 

Die entsprechenden in vitro-Ansgtze (Tabelle 1) weisen im Sauren weder so- 
fort noch nach Tagen eine Veriinderung auf. Anders im Alka]ischen: Bei HT 
tritt  so/oft ein weiBlichgelber Niederschlag auf, der zusehends gelb wird. Bei N 
tri t t  erst im Verlauf etwa 1 Std ein gelber Niedersehlag auf, der spgter naeh- 
dunkel~. Bei A kommt es zu einer Gelbfgrbung und Trfibung des Ansatzes erst 
naeh mehreren Stunden. 

Im UV-Lieht (Tabelle 2) fgl]t bei den alka]ischen FA-Ansgtzen vor allem 
die starke und leuehtendge]be Fluoreseenz des HT-Gemisches auf, ferner ist bei 

eine griinge]be und bei A eine hellb]aue Fluoreseenz zu verzeichnen. Im Sauren 
treten keine auffa]lenden Vergnderungen ein; lediglieh die blaue Fluoreseenz des 
I-IT scheint etwas sehwgeher zu werden. 

Zum weiteren Studium der FA-Wirkung wurden Obyelcttri~ger, auI welehen die 
4 Substanzen aus l%iger wgBriger L6sung eingetrocknet waren, mehrere Tage 
hindureh in einer feuchten Kammer FA-Di imp/en  ausgesetz~. Hier zeigte N 
bereits nach einigen Stunden eine starke Ge]bfgrbung. Bei HT entwicke]te sich 
erst nach Tagen eine gelbe Verfgrbung. Bei A hingegen kam es nur zu einer 
wefl~gelbliehen Triibung, und C blieb ohne jede Verfgrbung. 

Die mikrosl~opisehe Beobachtung vor und wghrend der Einwirkung der FA- 
Dgmpfe ergibt bei HT anfangs die farb]osen Kristalle der aufgetrockneten Sub- 
stanz; nach 12--24 Std kann man dgnn die Bildung yon ge]bliehen, 10--100 # 
grol~en, sehaumghnlichen TrSpfchen verfolgen, die sieh rundherum ansehlie~en 
oder an der Oberfliiche der KristMle wie ausgesehmiert erseheinen, und die im 
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UV-Licht nicht mehr hellblau, sondern gelb fluorescieren. Es handelt sieh bei 
diesen gelben Tr6pfehen somit bereits um die Reaktionsprodukte des HT mit FA. 
Je 1//nger man FA einwirken 1/igt (10 Tage), um so mehr versehwinden die Kristalle 
und sehlieBlieh sind nut  mehr gelbbraun fluorescierende, amorphe Bildungen vor- 
handen (Abb. 1 und 2). - -  Das gelbe Reaktionsprodukt yon N, das dutch 
5sttindige Einwirkung der FA-D/~mpfe entstanden ist, besteht aus feinen gelben 
amorphen K6rnehen; yon den urspriingliehen farblosen Kristallen ist niehts mehr 
zu sehen. Bei A und C hingegen bleiben aueh naeh tagelanger Einwirkung der 
FA-D//mpfe noch immer die unver/~nderten Kristalle. 

Abb. 1. Unvollst~indig'e Formaldehydwirkung auf 5-I-Iydi.oxytryptamin. Aus will?rigor L6sung aus- 
kristallisiertes Serotonin aach 17 stiindigem Aufenthalt in FA-I)~impfen. Neben dem larblosen Sero- 

tonin-Kristall amorphe gelbliche Bildungen (Reaktionsprodukt I-IT-FA). 5,i01ach 

Um die t~eaktionen im Gewebe bei FA-Fixierung im Modellversueh ganz grob 
nachzuahmen, wurden in weiteren Versuehen die 4 Substanzen in 1%iger w/~g- 
tiger L6sung auf 0bjekttr/~ger aufgetropft und naeh dem Eintroeknen mit kleinen 
Tr6pfehen einer dnreh Zusatz yon 10 %igem w/~Brigem Lithiumearbonat schwach 
alkalischen lO%igen FA-Ldsung vorsichtig iiberschichtet bzw. dariibergetiipfelt. 
Laufende makro- und mikroskoloisehe Beobaehtung zeigte, dab sieh die Kristalle 
yon A, N und C sofort Mar 16sten, bei HT hingegen entstand sehon naeh etwa 
1/2 rain ein weiglicher Niedersehlag. Bei N t ra t  erst nach einigen Minuten eine gelb- 
liehe Triibung auf, mikroskopiseh sieht man analoge gelbbraune KSrnchen wie 
im oben besehriebenen Versueh mit FA-D/~mlofen. Bei A ist erst naeh etwa 1 Std 
eine leieht gelbliehe Trtibung zu verzeichnen, C ver//ndert sieh iiberhaupt nieht 
und die vor Verdunsten geschfitzte LSsung bleibt farblos und Mar. Fortgesetztes 
Auftiipfeln der l~A-LSsung ergibt dann in ~bereinstimmung mit den Versuehen 
in vitro (vgl. Tabelle 1 und 2), dal3 bei HT sehlieglieh ein makroskopiseh gelbes 
Produkt  entsteht, dem mikroskopiseh wieder die in Abb. 2 abgebildeten amorphen 
gelbbraunen, stark fluoreseierenden Krtimel zugrunde liegen. 

Diese Versuehe zeigen iibereinstimmend, dab wgl~riger FA im sehwaeh Alka- 
lisehen nur bei H T  so]ort zur Bildung eines unlSsliehen Niedersehlages fiihrt. Aueh 
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bei N bildet sieh ein Niedersehlag, doch dauert dies Minuten; bei A vergehen 
Stunden, ohne dag ausgesprochene Niedersehlagsbildung eintritt. C zeigt iiber- 
haupt  keino Reaktion. 

Wenn man, um diese Effekte besonders deutlich zu zeigen, Objekttr/~ger mit  
den aufgetroekneten Substanzen in eine sehwach alkMisehe FA-L6sung einstellt 
(wie in der histologisehen Teehnik), so bleibt nut  bei HT infolge sofortiger l~eak- 
tion ein auf dem Glas haftender Niedersehlag, wghrend die anderen Stoffe in 

L6sung gehen, bevor es bei N und A dutch I~e- 
aktion mit  FA zur Niedersehlagsbildung kommen 
kann. Auf die Verhs der histologisehen 
Teehnik iibertragen bedeutet  dies, dab nnr HT 
mit  FA sofort reagiert, w/ihrend die Niedersehlags- 
bildung yon N und A mit  FA erst zu einem Zeit- 
punkt  erfolgt, nachdem die Stoffe aus ihrer ur- 
sprfingliehen Lokalisation herausgelSst und in der 
Fixierungsfl/issigleit diffus verteilt wurden. 

2. Die Argentaf~init~i~. In  vitro ffihren A, N und 
C auch in hohen Verdfinnungen mit  ammonia- 
kalischer Silbernitratl6sung fast augenblicklich zu 
einem Silberniederschlag, bei I-IT verl/~uft die ge -  
aktion dagegen langsamer. Auch beim Besprfihen 
der auf Objekttr@er aufgetroekneten Substanzen 
mit  ammoniakalischer SilbernitratlSsung tr i t t  die 
Schw/~rzung in der Reihenfolge C N A HT 
auf. In/ ihnlicher Weise kommt  es aueh nach AuL 
pinseln der Silberl6sung zur Reduktion (Abb. 3/I). 

Wenn hingegen die Substanzen auf gelatinierte 
Objektr/~ger aufgetrocknet werden, anschliegend 
fiir 3 Tage FA-D~mpfen ausgesetzt und zum Ent- 

Abb. 2. Serotonin nach einw6chi- fernen des FA mehrere Stunden in destilliertem 
gem Aufen tha l t  in  FA-D~mI)fen.  
Nut mehr feine amorphe dnnkel- Wasser gewaschen werden, so dab nur mehr die 

gelbe Partikel. 720fach unlbsliehen Reaktionsprodukte mit  FA auf dem 
Objekttrgger verbleiben, dann sieht man naeh 

dem Bespriihen mit  der SilberlSsung nur mehr bei N und HT eine Sehw/irzung. 
Die gebildeten un]Ssliehen FA-Reaktionsprodukte yon N und HT haben also 
ebenfalls reduzierende Eigenschaften! 

Das gleiehe Resnltat :  Sehwgrzung nur bei N und HT konnten wit dann er- 
zielen, wenn die mit  FA-D/~mpfen behandelten und gew~sserten Stoffe in die 
SilberlSsung eingestellt wurden (Abb. 3/II). 

Um die einzelnen Stufen dieses Endergebnisses zu erfassen, wurden folgende 
Versuehe auf Mattglasplatten durehgefiihrt; die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zu- 
sammengestellt. 

Die sehwaeh alkalisehen bzw. sauren Ans/~tze a und b (vgl. Methodik Punkt  1), 
sowie deren Kontrollen ohne FA wurden naeh 5t/~gigem Stehenlassen auf Matt- 
glasplatten aufgetiipfelt; hiebei wurden gleichzeitig die nur bei den alkalischen 
Ansi%zen yon N und HT aufgetretenen gelb fluoreseierenden Niedersehlgge (vgl. 
S. 87) mit  iibertragen. AnsehlieBendes mehrstfindiges Li~/ten der Plat ten ffihrte 
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zur Entfernung des in den Ans/~tzen vorhandenen FA bzw. der Essigs/~ure (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 besehiekte Mattglas- 
platte nunmehr gleiehmgl3ig mit ammoniakalischer Silberl6sung besprtiht, so 
ahmt man nebeneinander den wesentliehen Vorgang bei der argentaffinen l~eak- 
tion (Massonsehe Methode der ,,sekund~ren Silberreaktion" naeh vorausgegan- 
gener FA-Fixierung) bzw. bei der ,,prim/~ren Silberreaktion" ohne vorausgegan- 

Abb. 3. Gel~tinierte Objekttrgger, besehriftet mit A, N, C nncl HT (0). Verhalten der ~Virkstoffe gegen- 
fiber ammoniakMiseher Silberl6sung ohne bzw. ]]ach Formaldehyd-Einwirkung. I : Ohne Forma,ldehyd. 
Die Silberl6sung wnrde auf die aufgetrockneten Stoffe direkt mit dem Pinsel aufgetragen. Ergebnis: 
Alle r Stoffe reduzieren. -- II.: Formaldehyd-DSmpfe 3 Tage -- 24 Std gew/issert -- untergetaneht 
in Fontanasaher I~6sung" 12stiindig. Ergebnis: A und C im VVasehwasser in LSsnng gegomgen; nut 
N nnd [IT (0) bildeten mit FA unl6sliehe :Reaktionsprodukte, welehe die Silberl6sung rednzieren 

gene Fixierung (Methoden yon K~JTSCHE]~A-AIcI~BE~ES;; OGATA u. OGATA; 
GIROtrD U. LEBLO)rD) nach. Es ergibt sieh bei allen Tiipfeln eine mehr oder 
minder deutliche Schw//rzung mit Ausnahme des Ansatzes ,,C--FA", we offen- 
bar durch FA bereits eine Zerst6rung des reduzierenden Agens erfolgt ist 
(Tabelle 3/I). 

Zum Untersehied yon dieser Versuehsanordnung wird aber in der histologisehen 
Teehnik naeh erfolgter FA-Fixierung zum Entfernen des FAvor der Versilberung 
nicht geliiftet, sondern grfind]ich gewiis.sert. Im Modellversueh gingen wir ent- 
spreehend vet, indem n/~mlieh die Mattglasplatten mit den eingetroekneten An- 
sgtzen vorsiehtig in destilliertes Wasser eingelegt wurden. Es konnten sodann 
nur mehr die wasserunlSsliehen Niedersehl/ige auf der rauhen Glasfl/~che haften- 
bleiben. Die darauffolgende Bespriihung mit ammoniakaliseher Silbernitrat- 
16sung ergibt im Vergleieh zu oben (Tabelle 3/I) ein stark ver/~ndertes Bild 
(Tabelle 3/II): eine markante Sehw~rzung ist jetzt so wie bei den Objekttr~ger- 
Versuchen (Abb. 3/II) nur mehr bei N und HT im alkalischen Ansatz zu sehen. 

In einer weiteren Versuehsreihe wurden die Mattglasplatten mit den einge- 
troekneten Ans/~tzen mit heiger 10%iger GelatinelSsung fiberspriiht, um ein Ab- 
sehwemmen yon Substanzen sieher zu verhindern, ohne dab dadurch das tIeraus- 
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Tabelle 3. Ferhalten gegeni~ber Fontanascher LSsung 

o ~ e F A  
o ~ e F A  
mRFA 
m~FA 

I II 
p~ ohne vorangehende W~sserung mit vorangehender ~r 

A N A N ItT 

7,6 
4,0 
7,6 
4,0 

§247247  
§247 
§247247  

§ 

C tIT o I 

I! §247 §247247 
§ § 

Erlguterung: -u~-t- starke, + schwaehe , -  keine Schwarzung. 

waschen 16slicher Stoffe beeintr~chtigt wiirde; anschliel~ende Wiisserung und 
Besprfihen mit  Fontanascher LSsung fiihrten wieder zu demselben Ergebnis wie 
zuvor (Tabelle 3/II). 

Diese verschiedenen Versuche am Objekttrs und der Mattglasplatte unter- 
scheiden sich yore histologischen Verfahren nach MAsso~ nun durch die Art der 
FA-Einwirkung, indem die 4 Substanzen entweder mit  FA-D/impfen behandelt  
oder in den Ans~tzen yon vornherein lange Zeit mit  dem wiil~rigen FA zusammen- 
gebracht wurden und hiedurch ftir N geniigend Zeit zur Niederschlagsbildung zur 
Verfiigung stand. Wenn dagegen, wie be ide r  Massonschen Methode, die Objekte, 
d.h. die vier angetrockneten Stoffe, in die FA-LSsung eingestellt, anschlieBend 
gews und dann mit  der SilberlSsung behandelt  werden, so kommt  man wie 
im histologischen Schnitt zu folgendem Resultat :  markante  Schw/irzung nur 
bei HT, bei N ganz undeutliche, bei A und C negative Reaktion. Der Grund liegt 
darin, dal~ bei dieser Methode durch die FA-Einwirkung im w~il~rigen Milieu alles 
herausgelSst wird, das nicht von vornherein in unlSslicher Form vorliegt (wie im 
Gewebe z.B. Melanin) odor so/oft dutch die FA-Einwirkung in ein unlSsliches 
Produlct umgewandelt wird (wie HT). Auch das nachfolgende Wiissern bewirkt 
im Schnitt wie im letzten Modellversuch, dal3 nur mehr unlSsliche Produkte fiir 
die nachfolgende Versilberung zuriickbleiben (Tabelle 3/II). Es ist also die Ver- 
sflberung im Gewebe yore Vorhandensein oder der Bildung un]Sslicher reduzieren- 
der Substrate abh/ingig. Diese Voraussetzung ist auf Grund der vorangegangenen 
Untersuchungen mit  FA (S. 86--88) bei den 4 Wirkstoffen abet  nur ~iir HT ge- 
geben, insofern, a]s nur HT sofort, N dagegen erst nach einigen Minuten mit  FA 
einen Niedersch]ag bildet, w~hrend A und C im wii~rigen FA iiberh~upt in LSsung 
gehen. 

3. Die Reaktion mit Miillerseher Fliissigkeit. Wenn man l%ige L6sungen 
der 4 Substanzen zu gleichen Teilen mit  Miillerscher Fliissigkeit mischt, so beob- 
achtet  man innerhMb yon 3 Std bei Zimmertemperatur  folgendes: 

A: dunkel rotbraune Verfgrbung, keine Triibung, erst nach 1--2 Tagen ist 
eine Triibung, aber kein deutlicher !~iedersch]ag zu sehen. 

N zeigt binnen weniger Minuten eine braune Triibung, die sich nach 1--2 Std 
Ms Niederschlag absetzt. 

C ffihrt zu keiner Verfgrbung und zu keinem Niederschlag. 

HT ergibt in 1/4-J/2 Std eine br/iunliche Triibung und nach 2- -3  Std einen 
braunen Niederschlag (Abb. 4). 
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Bei Aufbringen Mfillerseher Fliissigkeit auf Objekttr/iger mit aufgetroekneten 
Substanzen beobaehtet man ein ganz ~hnliches Verhalten : w/ihrend bei N und HT  
eine braune Trfibung entsteht, bildet sieh bei A eine dunkelrote Verf/~rbung, 
C zeigt niehts. Dieser Versueh entsprieht im Wesen der primdiren Chromierung, 
z.B. yon Nebennierenmark. 

Abb .  4. C h r o m r e a k t i o n  i n  v i t r o :  1% 0-L6sungen y o n  N bzw.  t IT ,  ve r se t z t  m i t  I'VI/)LLERs Flf lss igkei t  
~g pa r t es .  Gewasehene  24St4 -Nieder seh l~ge  bei  180facher  Vergr .  Bei  t t T  grSftere A g g l o m e r a t e  

Um die sekundi~re Chromierung l~A-fixierter Gewebe im Modell nachzupriifen, 
wurden die 4 Substanzen auf Objekttr/iger aufgetroeknet, mit Gelatine fiber- 
sprfiht, dann in FA-L6sung eingelegt, ansehlieBend griindlieh gewiissert und erst 
darnach in Mfillersche L6sung ver- 
bracht. Eine Mare Niederschlags. Tabelle4. 
bildung konnte jetzt nur mehr bei p~ 
HT erzielt werden; die anderen 
Substanzen waren sehon zuvor im ohne I~A 8 ++ 

+ + 
w/iBrigen FA in L6sung gegangen, mig FA 
Wurden hingegen I~'A- D/~mpfe S 6 
(4 Tage) angewendet, dann bildeten 
sieh sowohl bei HT als aueh bei N die gleichen 
Reaktionsprodukte wie im friiheren Versuch. 

Verhalten gegeniiber Echtrotsalz B 

] N I c I HT 

+ + +  - -  §  
+ + §  - -  + +  

+ +  

gelbbraunen unl6sliehen 

4. Die Diazokupplungsreaktion wurde lediglich zu kurzer Orientierung und 
Erg//nzung in vitro und auf gelatinierten Objekttr//gern mit dem yon CLARA (1934) 
vorgeschlagenen stabilisierten DiazoniumsMz Echtrotsalz B ausgefiihrt (Tabelle 4). 
Weitaus am st//rksten reagiert N, wobei am Objekttr~ger schwarzbraune Farb- 
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tSne entstehen und lebhafte Blasenbildung (Stiekstoff) zu verzeichnen ist. Bei 
Zusatz yon FA-L5sungen oder nachtr/iglieher FA-Anwendung am Objekttr/iger 
gibt A keine Mare I~eaktion mehr und auch N reagiert abgesehw~cht. Damit  
steht im Einklang, dab die Diazoreaktion, wie in der Ein]eitung erw//hnt, an 
frisch FA-fixierten Nebennierenmarkzellen loraktisch negativ ausf/~llt und nur 
makroskopisch an der dicken Gewebsseheibe eine dunkelrotvio]ette TSnung zur 
Fo]ge hat. 

Bei HT ist die Probe nur im Modell sowohl ohne als auch mit  FA positiv. Ihr  
negativer Ausfall im unfixierten Gewebe erkl/irt sieh durch rasehes HerauslSsen 
des Stoffes durch die FarblSsung. 

Besprechung der Ergebnisse 

Adrenalin zeigt, wie schon ]ange bekann~ ist, deutliche reduzierende Eigen- 
schaften und fs dementsprechend in vitro aus ammoniakMischer SilberlSsung 
das Silber sofort aus. Wenn man abet, um den histologischen Bedingungen 
nahezukommen, zuerst FA einwirken ]~Bt, dann entstehen zuns bei einem dem 
Gewebe entsprechenden p~ Reaktionsprodukte,  welche schwach gelblich sind und 
hellb]au fluorescieren, welche naeh Entfernen des FA durch Lfiften nicht immer 
reduzieren, die aber in Wasser leieht 15slich sind. Sie werden daher bei Einwirken 
yon Wasser, w~l~rigen Fixationsmitteln usw. ausgeschwemmt, selbstredend auch 
aus dem Gewebe, wenn die fib]iche Massonsche Methode angewendet wird. Erst  
diese Beobachtung macht  die in der Literatur bisher nicht erkliirte Tatsache ver- 
sts dal~ man n~m]ich histologisch in adrenalin-reichem Gewebe niemals 
eine Argentaffiniti~t beobachten kann (HAMe~RZ 1932). Auch in Miillerscher 
F]fissigkeit t r i t t  in vitro und daher auch im Gewebe mit  A kein Niederschlag auf. 
Andererseits ist leicht einzusehen, dab frische A- und ebenso N- und C-hMtige 
Gewebe Silberl6sungen unmitte]bar reduzieren (,,primate Si]berreaktionen" yon 
KUTSCttEI~A-AIctIBEI~GEN, OGATA U. OGATA, GIROUD u. LEBLOIgD). 

Noradrenalin reagiert als prim/~res Amin mit  FA im Alkalischen wesentlich 
rascher als A, fiihrt mikroskopisch aber auch erst nach etwa einer Stunde zur 
Niederschlagsbildung, mikroskopiseh nach Minuten zur Entstehung gelbbrauner 
he]lfluorescierender Krumel. Auch dieses Reaktionsprodukt N-FA reduziert 
Silberl6sungen sehr leieht (Abb. 3/I). Da aber die Niedersehlagsbildung mit  FA 
nicht sofort einsetzt, ist bei der Gewebsfixierung in der iiblichen 10%igen w/~l]- 
rigen FA-L6sung seine Entstehung in situ, d. h. in den Ze]]en verzSgert oder gar 
in Frage gestellt. Sehr wahrseheinlich erfolgt n//m]ieh das HerauslSsen des N 
dutch die FA-LSsung ziemlieh raseh und noeh vor der Bildung der Nieder- 
seh]/ige, d~ offensichtlich die ersten Reaktionsprodukte zwischen N und FA, 
erkenntlich an der Gelbf/irbung und anf/~nglichen Fluorescenz, noeh wasserlSslich 
sind und erst dann in unlSsliche Derivate fibergehen. Auch ER:i~K5 (1955) ver- 
mutete  eine teilweise LSs]iehkeit des Produktes im Wasser. 

Eigene Versuehe zeigten, dai~ der aus 1 ml des Ansatzes a mit N abzentrifugierte 24-Std- 
Niedersehlag naeh neuerliehem Aufsehwemmen mit 5 %iger Na~I-IPO4-LSsung auch bei mehr- 
mMig wiederholtem Abzentrifugieren nicht mehr in LSsung ging. Aussehlaggebend scheint 
also nicht die LSslichkeit dieses endgiiltlgen l~eak~.ionsproduktes, Ms vielmehr seine langsa.me 
Entstehung zu sein. 
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Diese speziellen, vom histoehemisehen Standpunkt aus ungtinstigen Bedin- 
gungen fiir die Bildung des unlSsliehen N-FA-Produktes stehen nun mit folgenden 
Erfahrungstagsaehen im Einklang: 

1. Lebensfrisehe Seheiben yon tierisehem (nieht yon mensehliehem) Neben- 
nierenmarkgewebe, mit w/igrigem FA fixiert, zeigen makroskopisch zwar die 
yon SC~ULz (1938) besehriebene gelbe Verf/~rbung (dutch das entstandene N-FA- 
Produkt,  - -  aber die Zellen geben eine negative Diazo- nnd keine positive argent- 
affine Reaktion (Sehw/~rznng); man sieht vielmehr nur eine diffuse br/iunliehe 

Abb.  5. E 5601/53, 70j~thr. weibL P h ~ o c h r o m o c y t o m  der l inken Nebenniere.  \u Formol ,  
Argenta f f in reak t ion  nach  MASSON-JclAI~IPERL. Vereinzelt  argentaff ine  Grannla  in Tumorzel len,  a rgent -  
affine Sekre tkngeln  in Capillaren. Geringe diffuse b raune  TSnnng der Tnmorzel len  und  CapiUarwgnde.  

5 4 0 fach 

T6nung des Gewebes, wie wir vermuten infolge zu geringer Konzentration 
und diffuser Verteilung des N-FA-I~eaktionsprodukts im Gewebe. 

2. Wie den Pathologen 1//ngst bekannt, aber bisher nicht erklarg ist, nehmen 
w//ttrige FA-LSsungen, in welchen N-reiche Gewebe, vor allem Ph//ochromocytome 
fixiert und aufbewahrt werden, binnen wenigen Tagen eine zunehmende gelb- 
braune T6nung an und werden triibe. Die Farbe rtihrt offenbar yon jenem in 
unseren Modellversuchen beobachteten gelbbraunen Niederschlagsprodukt des 
N mit FA her, welches (yore histochemischen Standpunkt aus betrachtet, be- 
dauerlicherweise) eben erst dann entsteht, naehdem die t tauptmasse des N durch 
die FA-LSsung aus dem Gewebe ausgeschwemmt wurde. In 13bereinstimmung 
damit sind die Tnmorzellen der Ph//ochromocytome selbst bei hohem N-Gehalt 
und bei rechtzeitiger FA-Fixierung nach Anwendung der Masson-Hamperlschen 
Methode zumeist frei yon argentaffinen Einlagerungen; wit konnten solche nur 
gelegentlich nachweisen und deuten sic als jene in der Tiefe der GewebsblScke 
verbliebenen t~esge des N, welehe doch noch in sign mit FA reagiert haben, aus- 
gef//llg wurden und dann das Silbernitrat rednziert haben (Abb. 5). 

Wenn somit wegen der langsamen Ausfgllung des N durch wggriges FA das 
Massonsehe Verfahren zum Naehweis des Noradrenalins in Gewebszellen praktisch 
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nicht geeignet ist, gelingt der histologische N-Nachweis mittels FA dennoch, 
n/imlich nach dem Vorgang EI~XNKOS (1954, 1955) /luorescenzmikroskopisch. 
Dieser fixiert tierische Nebennieren 24 Std lang mit FA und deckt nach kurzem 
W/~ssern in Glycerin ein. Hellgriin f]uorcscierende Inseln im Markgewebe ent- 
hMten, wie er an ParMlelschnitten chromatographisch und biologisch beweisen 
konnte, N, ws das nichtfluorescierende iibrige Markgewebe vorwiegend A 
enth/~lt. Eine endgfiltige Erkl/~rung ffir diesen Befund EI~XNKOS ist heute noch 
nicht mSglich. Sie diirfte darin zu suehen sein, dal~ das nach unseren Beobach- 
tungen nur z6gernd entstehende fluorescierende N-FA-Produkt nach 24 Std in 
den Zellen topographisch etwa richtig, doch in solchen Mengen gebildet wird, 
dM~ es zu seinem sehr empfind]iehen fluorescenzmikroskopischcn Nachweis, 
jedoch nieht zur Argentaffin-Reaktion ausreicht. Ferner f/~llt offenbar mit ins 
Gewieht, dab EI~XNK~i 40 }t dicke, also schlecht auswaschbare Schnitte verwendet, 
nach der Formolfixierung nur kurz w/~sscrt und gleich in Glycerin einsch]iel~t, so 
dab das schwer ]Ssliehe N-FA-Produkt nicht komplett  ausgeschwemmt wird, 
w/~hrend es bei der histo]ogischen Methode auf Argentaffinit//t aus den wesentlich 
diinneren Schnitten beim W~ssern vor der Einstellung in die Silberl6sung offen- 
bar vollst//ndig entfernt wird. 

Noch ein weiterer, uns vorl/iufig nicht klar deutbarer Befund soll hier kurz 
erw/~hnt werden: w/~hrend wir in den Modellversuchcn auf Objekttr/igern (s. S. 88) 
bei N, so wie bei HT dutch FA-D/~mpfe - -  offensichtlich wegen der verhinderten 
Abschwemmung noch 15slicher Reaktionsprodukte durch Wasser und wegen der 
langen FA-Einwirkung - -  jedesmM eine positive argentaffine l%eaktion erhielten 
(vgl. Abb. 3/II), gelang es auch bei wiederholten Versuehen mit frischem Neben- 
nierengewebe yore Menschen oder der Katze niemMs, nach der glcichen Fixierungs- 
weise ein positives Resultat zu erzielen. Warum in dem FM]e trotz tagelanger 
FA-Dampfeinwirkung die Bildung unlSslicher N-FA-Produkte offenbar unter- 
blieben ist, bleibt vorlgufig unklar. 

Nach all diesen Erfahrungen spieIen beim Problem der Fixierung der Katechole 
oHensiehtlich die LSsungsbedingungen der Realctionsprodulcte mit FA die ausschlag- 
gebende Rolle. 

Ein saures p~ verhindert die Bildung unlSslicher N-FA-Produkte iiberhaupt 
(Tabelle 1 und 2). 

Mfillersche Fliissigkeit bildet mit N in vitro einen braunen unl6slichen Nicder- 
sch]ag; er ist das Substrat der positiven Chromreaktion im Gewebe. Voraus- 
gehende Einwirkung yon w/~grigem FA verhindert diese Reaktion infolge L6sung 
des N in der FA-F]iissigkeit und dies ist der Grund, warum eine sekund/ire 
Chromicrung des FA-iixierten Nebennierenmarkes nieht mSg]ich ist. BO~BE~G 
(1913) sah die beste Chromierung des Nebennierenmarkes bei Einlegen in Miiller- 
sche Fliissigkeit und nachtr/~glicher FA-Fixierung nach frtihestens 24 Std. Es ist 
die Frage, ob cs sich dabei im Gewebe nur um die - -  BO~BV~G damMs noch um 
bekannten - -  NoradrenMin-Oxydationsprodukte, die rasch entstehen, handelte, 
oder ob auch Adrenalin unter den Bedingungen im Gewebe zu derartigcn unlSs- 
lichen Derivaten fiihren 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 zerst6rt wird 
(To~uTTI 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 verst/indlich, dai3 Vitamin C im Gewebe 
nut  unter der Voraussetzung einer unmittelbaren, prim/iren Einwirkung die 
Silbernitratl6snng zu reduzieren vermag [Prinzip der Methoden yon KUTSCHERA- 
AIC~E~GE~ (1922), OGATA U. OGATA (1923), GmOUD und LEBLOND (1934) zum 
Nachweis stark reduzierender Substanzen]. Wie WIMMER schon 1939 feststellte, 
fluoresciert Vitamin C weder als Reinsnbstanz noch in w/il3riger LSsung. Die 
Fluorescenzerscheinungen ascorbins/iure-reicher Parenchym- und Endothelzellen, 
welche er bei Rat ten nach subcutaner Einverleibung yon Vitamin C in FA- 
fixierten Gefrierschnitten beobachtete, werden yon WIM~E~ anf fluoroskopische 
Eigenschaften der ,,Tr/igersubstanz" des Vitamins (To~uTTI 1937) zurtickgefiihrt. 

Hydroxytryptamin reduziert ammoniakalische Silberl6sung in vitro weniger 
rasch als A, N und C. Auf Zugabe yon FA und HT erfolgt im schwach alkalischen 
Milieu, wesentlich rascher als bei N, eine so/ortige Triibung und Niederschlags- 
bildung. Dieser Niederschlag, das HT-FA-Reaktionsprodukt,  ist amorph, gelb, 
dunkelt im Laufe der Zeit nach, dfirfte daher einer fortlaufenden chemischen 
Umwandlung unterliegen. Er  zeigt intensive Gelbfluorescenz, halter ziemlich 
lest auf der Mattglasp]atte und kann auch yon nachtr/iglich gelatinierten Objekt- 
tr/igern nicht mehr ausgewaschen werden. Durch diese Eigenschaften, insbesondere 
aber durch seine rasche Entstehung schafft dieses Reaktionsprodukt I tT-FA 
erst jene bei den anderen 3 Wirkstoffen nicht vorhandenen giinstigen Voraus- 
setzungen sowohl ffir eine topographisch richtige Lokalisierung des HT im Gewebe, 
als auch fiir seine naehfolgende histologische Darstellung mit Farbstoffen (s. PAT- 
ZELT), bzw. dureh die kennzeiehnenden speziellen Reaktionen (Ax'gentaffin- und 
Diazo-Reaktion, Chromierung und Fluoreseenz). FA/ ix ie r t  demnach nicht nut  clas 
Eiweifl der Zellen, sondern auch H T  selbst, A und C dagegen iiberhaupt nieht und 
N nur in histoehemiseh nieht verwertbarem Umfang. FA stellt somit ans diesen 
Grfinden, wie wit glauben erkl/irt zn haben, bei reehtzeitiger Anwendung alas 
ideale Konservierungsmittel fiir die gelben und Careinoidzellen und ihren Wirk- 
stoff dar. Ein entspreehend leistungsfiihiger Fixierer ist fiir A und C, aber aueh Iiir 
N bis heute nieht bekannt. 

Sehr bemerkenswert ist bei dieser Sachlage noeh, dab nach CLARA (1944) 
aueh die KSrnchen un/ixierter basalgek6rnter Zellen des mensehliehen Darms 
anges/iuertes Silbernitrat zum Teil reduzieren sollen, ganz naeh Art yon 
Aseorbins/iure[ Dieses Ergebnis sei naeh diesem Antor (1957) ,,sieher auI keine 
Wirkung von Vitamin C zu beziehen". Ob es sieh bei diesem Effekt (der beim 
Meersehweinehen nicht zu beobaehten ist, VETTE~ 1939) tats/~chlieh um eine 
l~ednktion dureh ein unver/indertes HT in den ZellgranuIa handelt, muB erst 
exakt bewiesen werden. Zu unseren Versuehsergebnissen (vgh S. 88 und Ta- 
belle 3/II) steht eine solehe angenommene prim/ire Silberreduktion dureh das 
noeh unver/~nderte HT in EinMang. 

Auch eine Erkl/irung ffir die 1/ingst bekannte Gelb/drbung (0BEI~NDOI~FER) 
und Eigenfluorescenz des formolfixierten Carcinoidgewebes ist nunmehr m6glich, 
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weft n/~mlich, wie wir zeigen konnten, HT mit  FA das in den Modellversuchen 
dargestellte gelbe unl5sliche Produkt  in den dicht gepaekten Tumorzellen in situ 
bildet und dieses zum Unterschied yon A und N dureh die Fixierungsflfissigkeit 
aus den Zellen nicht ausgeschwemmt wird. Der gleiehe Vorgang ist verant- 
wortlieh fiir die yon einigen Autoren (s. PATZELT, SCHULZ) besehriebene inkon- 
stante Gelbf~rbung der Granula FA-fixierter gelber Zellen, der Mutterzellen der 
Careinoide. 

In  Mfillerseher Flfissigkeit mit FA-Zusatz t r i t t  ebenfal]s sofortige Nieder- 
schlagsbildung tin. Der Einflu{~ des Biehromats bei dieser Reaktion dfirfte, wie 
die papierchromatographischen Untersuehung@n yon LE~BECK und KL~ME~T- 
SCmTZ (1955) fiber die Wirkung von FA auf I-IT annehmen lassen, vor a]lem in 
der Beschleunigung oxydativer Vorgs bei der l%eaktion zwisehen HT und 
FA zu suchen sein. Bei Einwirkung yon Mfillerseher Flfissigkeit a]lein auf H T  
entsteht  das unl6sliehe Reaktionsprodukt  erst nach Vierte]stunden bis Stunden 
(S. 90), also zu einer Zeit, in der HT aus den leieht zersetzlichen enteroehrom- 
affinen Granula der gelben und der Careinoidzellen im wesentlichen sehon aus- 
getreten ist - -  und offenbar so kann erkl~rt werden, warum eine prim~re Chro- 
mierung der gelben Ze]len nieht mhglieh ist (vgl. S. 84). 

Wit mhchten bier das fiir die histologische Praxis so bedeutungsvolle inverse 
Verhalten von H T  und N gegeni~ber F A  und Bichromatl6sungen nochmals kurz 
zusammenfassen: Bichromat reagiert fast  sofort mit  N, abet langsam mit HT, 
ist somit zu dessen histochemiseher Darstellung allein ungeeignet; FA dagegen 
reagiert sofort nur mit  HT, und ist deshalb sein ideales Fixierungsmittel, es reagiert 
aber nur langsam mit  N, gar nieht mit  A; FA kann daher lediglieb zur fluoreseenz- 
mikroskopischen Darstel]ung yon N, abet  nicht yon A mit  Erfolg benutzt  werden 
(E~i4~x5 1954, 1955). 

Obgleich somit unter den 4 untersuchten Substanzen A, I~, C und HT einzig 
H T  zufolge seiner rasehen und histochemisch gfinstigen Weehselwirkung mit 
FA zur argentaffinen Reaktion bef~higt ist, kommt  dieser I%eaktion ffir HT gleieh- 
wohl nur eine kennzeichnende, aber nieht spezifisehe Bedeutung zu, da sie 
bekanntlich auch bei me]anotisehen und anderen Pigmenten positiv ausfs 
Es seien hier nur kurz die wiehtigsten Zusammenhs mit den Melaninen 
erw~hnt. Ihre chemische Konsti tution ist vor allem wegen ihrer Schwerlhslichkeit 
noeh nicht bekannt.  Man denkt  an Derivate, die dureh Polymerisation yon 
Oxydationsprodukten der Di-hydroxyphenylverbindungen entstehen und selbst 
reversible Oxydations-Reduktions-Systeme besitzen (s. LERNEI~ und FITZPATRICK 
1950). Die ffir die Argentaffinit/~t in Betraeht  kommenden Faktoren der Leuko- 
form bzw. des sehwarzen Pigments sind demnaeh Di-hydroxyphenyl-Grup- 
pierungen. Auch bei den HT-FA-Verbindungen liegen unlhsliehe melanin~hn- 
]iche Pigmentstoffe vor, deren Reduktionsvermhgen ~uf der Anwesenheit pheno- 
liseher OH-Gruppen beruht. Der gemeinsame Faktor  ist jewei]s ein unlhsliches, 
silberausf~llendes Derivat. Wie nun am positiven Ausfall der argentaffinen 
l%eaktion an den Zellen der Haut ,  z .B.  nach Fixierung in absolutem Alkohol 
klar zu erkennen ist (unverhffentliehte eigene Untersuchungen), ist dieses redu- 
zierende Derivat  im Melanin bzw. im farblosen Promelanin schon yon vorne- 
herein im Gewebe vorhanden; bei HT dagegen mu{t erst die Formoleinwirkung 
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vorausgehen, um ein unlSsliehes reduktionsf//higes Substrat in topographiseh 
riehtiger Lokalisation im Gewebe zu sehaffen. 

Ober die ehemisehen Reaktionen, die bei FA-Einwirkung an den 4 Wirk- 
stoffen ablaufen, liegen derzeit noeh 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 aueh am a-C-Atom 
versehiedene Angriffspunkte. Die dabei entstehenden Derivate neigen, wie unsere 
Versuehe zeigen, zur Bildung unlSslieher Polymerisate, was ihre Konstitutions- 
aufkl/~rung erheblieh ersehwert. Bei HT  werden als Vorstufen dieser Polymerisate 
Chinone vermutet  (LEMBECK und KLEME~TSCmTZ 1955), andererseits haben 
BA~TEt~ und PEA~SE (1955) die Ansieht vertreten, dub sieh Harmalinderivate 
bilden; GO~Ol~I (1948, 1950)hut eine Kondensation zu bakelit/ihnliehen Harzen 
angenommen. Um diese einander widerspreehenden Meinungen endgfiltig zu 
kl/~ren, sind eingehende spezielle Untersuehungen notwendig. 

Zusammenfassung 
1. Vier Substanzen, die in vitro ammoniakalische Silberl6sung reduzieren, 

n/tmlich Adrenalin, Noradrenalin, Ascorbins/~ure und Hydroxytryptamin wurden 
im Modellversnch den bei der Versilberung nach MASSON-HAMLEI~L gegebenen 
Bedingungen nnterzogen, wobei zun/~chst die Wirkung des Formaldehyds tin- 
gehend studiert wurde. 

2. Die der Versilberung vorangehende Einwirkung yon w/~13rigem Form- 
aldehyd ffihrt im schwach Mkalisehen Milieu bei Noradrenalin und Hydroxy- 
t ryptamin zur Bildung unlSslicher, noch immer stark reduzierender Derivate. 
Aber nur bei Hydroxytryptamin erfolgt so/ortige Niedersehlagsbildung; bei 
Noradrenalin t r i t t  sie nur langsam auf, wodurch es im allgemeinen zu einer Aus- 
schwelnmung noch vor der F//llung kommt. Adrenalin und Ascorbins/iure geben 
mit Formaldehyd keine histochemisch verwertbaren Niederschl/ige nnd scheiden 
aus dem Grunde als Substrate ffir die Massonsche Reaktion aus. 

3. Aus dieser verschieden raschen F/illungsgeschwindigkeit yon Hydroxy- 
t ryptamin und Noradrenalin dureh Formaldehyd erkl/irt sieh, dug die urgent- 
affine Reaktion im Gewebe nur  bei Hydroxytryptamin positiv ausf/~llt und den 
Wirkstoff in den ZellkSrnehen richtig lokalisiert, wghrend Noradrenalin zufolge 
seiner verz6gerten Ausf/illung aus den Zellen austritt  nnd so die Voraussetzung 
ffir die argentaffine Reaktion noradrenalinhaltiger Zellen in der l~egel nieht mehr 
gegeben ist. 

4. Die Argentaffinit/~t hydroxytryptaminhalt iger Zellen geht daher nieht 
unmittelbar auf dieses, sondern auf sein durch Wechselwirkung mit dem Form- 
aldehyd entstandenes gelbfluorescierendes wasserunlSsliches geaktionsprodukt 
zurfick. 

5. Die Modellversuche geben damit eine Erklgrung, warum die argentaffine 
I~eaktion und warum die Chromierbarkeit und Eigerdluorescenz der gelben bzw. 
der Carcinoidzellen nur nach vorausgegangener Formolfixierung mSglich ist, 
ferner dariiber, warum bei dieser Fixierung die 3 anderen Wirkstoffe trotz 
ihres starken I~eduktionsvermSgens histochemisch keine positive Argentaffin- 
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reaktion geben, sondern nur bei unmittelbarer Einwirkung yon Silberl6sungen 
auf das frisehe Gewebe reduzieren (,,primgre Silberreaktion"). 

6. Die Versuche machen es ferner verst/~ndlich, warum an phgochromen Zellen 
nur eine prim//re Chromierung mSglich ist und weshalb die Chrombr//unung der 
gelben Zellen nut  bei vorauslaufender oder gleichzeitiger Formaldehydeinwirkung 
gelingt. 

Summary 
1. Four substances which reduce ammoniaeal silver solution in vitro (adre- 

naline, noradrenaline, ascorbic acid and hydroxytryptamine)  were tested in 
mode] experiments by  the argentaffine reaction, according to the conditions 
prescribed by MAsso~ and HAMPE~L. The action of formaldehyde was exhaus- 
t ively studied. 

2. The pret reatment  of noradrenaline and hydroxyt ryptamine  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 ascorbie acid produce no histoehemically 
detectable precipitates in formol and may  be excluded therefore as substrates 
for the MAsso~ 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 
occur. 

4. The argentaffinity of cells containing hydroxytryptamine is therefore not 
directly related to the hydroxyt ryptamine  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 chromaffine reaction and fluorescence of carcinoid cells occur only after 
pre t reatment  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 
pr imary chromaffine reaction, whereas the yellow (enterochromaffine) cells require 
pre- or simultaneous formol fixation for this reaction. 
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