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Methoden der Durchlicht-Fluoreszenzmikroskopie

Gerhard Goke

2. Praktische Anwendung

Im ersten Teil dieses Beitrages (Juni 84) wurden die apparativen und physikalisch-
chemischen Voraussetzungen fir das Zustandekommen brillanter Fluoreszenzbilder so-
wie die Zusammenhange zwischen Lichtabsorption und Lichtemission von Fluorochromen
beschrieben. Die praktische Anwendung der Durchlichtfluoreszenz und die vielfaltigen
Mdoglichkeiten der spezifischen Fluorochromierung behandelt Gerhard Goke in diesem
zweiten Teil.

Der in der histochemischen Literatur haufig gebrauchte Ausdruck ,spezifisch* oder ,selek-
tiv‘ kann in der Fluoreszenzmikroskopie nicht in seinem streng chemischen Sinne ge-
braucht werden. Es ist zwar die Zielsetzung der Fluoreszenzmikroskopie, einen spezifisch
fluoreszierenden Farbstoff aufzufinden, der in ebenso spezifischer Weise nur ein genau
definiertes Substrat zum Leuchten bringt, doch ist dieses Ziel praktisch in keinem Falle
von sekundarer Fluoreszenz erreicht worden.

Die theoretische Deutung eines Farbevorganges ist schwierig. Man muf3 einerseits die
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Fluorochroms, andererseits die physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Substrats untersuchen. Dabei sind die Eigenschaften des
Substrats am schwierigsten zu (berblicken, weil ein Gewebe, speziell eine Zelle, ein sehr
komplexes Gebilde ist. Jeder einzelne Bestandteil einer Zelle ist kein einheitliches Sub-
strat, sondern besteht aus einer Vielzahl von Molekilen, die sich in einem dauernden
Wechsel und Umbau befinden, den wir als Zellstoffwechsel bezeichnen. Bei fixiertem Ma-
terial ist ein Stillstand dieser Vorgange eingetreten. Hier befinden sich die Zellen nicht
mehr in ihrem urspringlichen Zustand. Jede Fixierung, mag sie noch so schonend durch-
gefuhrt werden, ist stets eine Denaturierung der lebenden Zelle.

Es wirde zu weit fuhren, alle Anwendungsgebiete der Fluoreszenzmikroskopie im einzel-
nen zu beschreiben. Die wichtigsten sind in Tabelle 1 zusammengefal3t worden, ausge-
nommen die zahlreichen Anwendungsgebiete im anorganischen Bereich. Die Tabelle
kann nur einen Uberblirk Uber die vielfaltigen Mdoglichkeiten der Fluoreszenzmikroskopie
vermitteln und eine Orientierungshifle bei der Auswahl von Erreger- und Sperrfiltern sein.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die mit einer Reihe von Fluorochromen zu erwarten-
den Ergebnisse, wobei die Beschreibung der auftretenden Fluureszenzfarben rein subjek-
tiv ist. Die Farbnuancierung ist von sehr vielen Faktoren abhangig. Auch diese Tabelle
kann nur eine Orientierungshilfe bei der Suche nach Fluorochromen mit moglichst vielen,
fur den Anwendungsfall glinstigen Eigenschaften sein.

Vitalfluorochromierung mit Akridinorange

Die Anfarbung der lebenden Zelle ohne tiefgreifende Stérung der Lebensfunktionen war
seit der Einflhrung der Vitalfarbetechnik durch PFEIFFER VON WELLHEIM (1886) ein
erstrebtes Ziel der biologischen Forschung. Mit Diachromen ist eine Vitalfarbung ohne
Schadigung der lebenden Zelle technisch unmagglich, weil Farbstoffldsungen in einer Kon-
zentration von 1:100 bis 1:(000 erforderlich sind. deren Toxizitat betrachtlich ist. Hingegen
werden die Fluorochrome in so extremen Verdinnungen angewendet, dal3 eine Schadi-
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gung der Lebensfunktionen, wenn Uberhaupt, nur ganz allmahlich erfolgt, und auch dann
handelt es sich meistens rur um die Folge eines photodynamischen Effektes oder einer
Photosensibilisierung. Die Vitalfluorochromierung wurde bereits 1919 von METZNER,
spater von ELLINER, HIRT, SCHUMACHER, STRUGGER, HOFLER u.a. an den ver-
schiedensten Objekten durchgefuhrt. Der Mikroskopiker findet hier ein sehr vielseitiges
Arbeitsgebiet, das ihm reichlich Spielraum fiir eigene Versuche la3t. Bakterien, Hefen,
Pilze, Protozoen aller Art, Rotatorien, Wirmer und Algen, aber auch frische Pflanzen-
schnitte, um nur einige Objekte zu nennen, sind fur die Vitalfluorochromierung besonders
gut geeignet. Die nachfolgend beschriebenen Methoden lassen sich mit einem Durchlicht-
Fluoreszenzmikroskop bei Blauviolettanregung durchfiihren, aber auch bei Verwendung
eines Quecksilber- oder Xenon-Hochstdruckbrenners anstelle der Halogenlampe sollte
man das Blauviolett Erregerfilter BG 12/4 mm bzw. das FITC-Filter in Kombination mit den
zugehorigen Sperrfiltern benutzen.

Das Akridinorange hat zu den lebenden Eiweil3kérpern der Protoplasten eine stark aus-
gepragte Affinitat. Mit diesem Fluorochrom ist eine sehr rasche und schonende Vitalfar-
bung aller wichtigen zytologischen Strukturelemente moglich. Lebendes und totes Proto-
plasma erscheint in verschiedener Fluoreszenzfarbe: Lebende Zellen werden grin, tote
kupferrot gefarbt. Akridinorange wurde erstmals von BUKATSCH, HEITINGER und
STRUGGER (1940) fur die Vitallarbung verwendet. Beispielsweise konnte STRUGGER
die Chromosomen in der lebenden Zelle ohne Stérungen des Ablaufs der Mitose fluoro-
chromieren und auch einen Protophyten im zytologisch voéllig durchgefarbtem Zustand
kultivieren. 1944 gelang STRUGGER und ROSENBERGER die vitale Fluorochromierung
der Spermatozoen des Ziegenbockes. Die damit durchgefiihrten kunstlichen Besamungs-
versuche flihrten zu einem vollen Erfolg.

Das Akridin ist der Grundkorper aller Akridinfarbstoffe, zu denen auch Trypaflavin, Atebrin
und Rivanol gehoren. Akridinorange ist ein wasserloslicher, basischer Farbstoff von oran-
ger bis braungelber Eigenfarbe, die aber fir seine Verwendung als Diachrom zu schwach
ist. Seine Eigenschatten als Fluorochrom sind von der Konzentration und vom pH-Wert
der Losung abhangig. In stark verdiinnten Lésungen (1:100 000 bis 1:10 000) fluoresziert
es laubgrin. Mit zunehmender Konzentration geht die griine Fluoreszenzfarbe tber Gelb-
grun in Gelb Uber, bis schlie3lich bei einer Konzentration von 1:500 bis 1:100 tber Gelb-
orange ein tiefes Kupferrot erreicht wird. Diese Farbveranderung hat STRUGGER als
Konzentrationseffekt bezeichnet. Wenn man rot fluoreszierende Akridinorangelésungen
verdunnt, so durchlaufen sie unter der Quarzlampe von Kupferrot bis Grin alle Farbnuan-
cen. Der Einflu des pH-Wertes tritt nicht so deutlich in Erscheinung wie der Konzentrati-
onseffekt. Erst oberhalb von pH 8 wird die Fluoreszenzintensitat starker, wéhrend in den
fur biologische Untersuchungen in Betracht kommenden pH-Bereichen keine Anderung
des Fluoreszenz zu beobachten ist. Auch die Lipoidloslichkeit des Farbstoffes ist hier nur
gering. Erst im stark alkalischen Bereich ist Akridinorange deutlich lipophil.

Fur die Vitalfluorochromierung stellt man sich am besten Losungen von 1:1000 bis 1:10
000 her, wobei man als Losungsmittel immer das Medium wahlt, in dem sich auch die Un-
tersuchungsobjekte befinden (Leitungswasser, Tumpelwasser, Nahrlosung, physiologi-
sche Kochsalzlosung usw.). Einem Tropfen einer walrigen Suspension von Mikroorga-
nismen setzt man auf dem Objekttrager einen Tropfen Akridinorangelosung zu. Dabei ist
zu beachten, dal3 unmittelbar nach der Zugabe des Farbstoffes auch das Medium fluores-
ziert und das mikroskopische Bild Uberstrahlt. Bereits nach kurzer Zeit haben Mikroorga-
nismen und Detritus den Farbstoffiiberschuld absorbiert. Diese Objekte leuchten jetzt far-
big auf dunklem Grund. Der Farbstoff wurde Uberdosiert, wenn die Fluoreszenz des Medi-
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ums bestehen bleibt und die mikroskopische Beobachtung hierdurch gestort wird. Nach
einigen Versuchen hat man die richtige Farbstoffkonzentration gefunden.

Die Mikroorganismen des SufRwassers sind sehr dankbare Objekte fir Versuche mit Fluo-
rochromen. In den lebenden Zellen leuchten die Kerne hellgriin bis gelbgriin. Tote Orga-
nismen und organischer Detritus fluoreszieren kupferrot. Bei sehr kraftiger Blauviolett-
Anregung zeigen alle chlorophyllhaltigen Objekte eine tiefrote Priméarfluoreszenz. Die hier
beschriebene Vitalfluorochromierung mit Akridinorange sollte auch einmal mit Akridingelb,
Coriphosphin, Euchrysin, Auramin und Rhodamin B durchgefiihrt werden. Obgleich diese
Stoffe teilweise toxischer sind als das bewéhrte Akridinorange, kann man damit unter den
gleichen Bedingungen sehr schone Fluoreszenzbilder erzielen. Auch Kulturen von Proto-
zoen und Algen sind fur solche Untersuchungen geeignet. Man kann diese Organismen
im durchfluorochromierten Zustand zur Vermehrung bringen, was besonders gut mit d-
nem zum Blaulicht-Fluoreszenzmikroskop umgebauten Planktonmikroskop zu beobachten
ist.

Vitalfluorochromierung von Bakteriensuspensionen

FUr sehr viele Bakterienkulturen ist ein von STRUGGER (1949) beschriebenes Schnell-
verfahren geeignet. Mehrere Objekttrdger werden mit je einem Tropfen Akridinorangelo-
sung in physiologischer Kochsalzlésung beschickt. Die Farbstoffkonzentration soll 1:5000
bis 1:10000 betragen. Mit einer Platindse werden unterschiedlich gro3e Mengen Untersu-
chungsmaterial in den Tropfen verruhrt. Nach dem Auflegen von Deckglasern wird mikro-
skopiert. Meistens ist ein Praparat dabei, in dem das Bakterienmaterial den Farbstoff vol-
lig absorbiert hat, der Untergrund also vollkommen schwarz ist. Solche Fluoresreszbilder
sind sehr klar. Die Bakterien leuchten in gruner, gelblicher oder glei3end kupferroter Fluo-
reszenzfarbe. Vorhandene Einschlusse, Vakuolen oder Sporen sind deutlich differenziert.

Vitalfluorochromierung von Hefezellen und Pilzmycelien

In 1 ml Akridinoragelosung 1:10 000 (hergestellt mit abgestandenem, chlorfreiem Lei-
tungswasser) wird eine Ose voll Hefematerial so verteilt, daR eine leichte Trilbung zu be-
merken ist. Einen Tropfen dieser Suspension Ubertragt man auf einen Objekttrager und
legt ein Deckglas auf. Das Zytoplasma der toten Hefezellen fluoresziert kupf'errot, das der
lebenden Zellen leuchtend grin. Die Feinstruktur der Protoplasten ist sehr gut zu erken-
nen. Pilzmycelien werden auf dem Objekttrager mit einem Tropfen Akridinorangelosung 1:
50000 verrtihrt und nach dem Auflegen des Deckglases mikroskopiert. Ergebnis: Spo-
renmembran kupferrot, Zytoplasma griin, Kerne leuchtend griin, Vakuolen ungefarbt.

Vitalfluorochromierung von Blut

Ein Tropfen Blut wird mit einem gleichgro3en Tropfen Akridinorangelésung 1:10 000 (in
physiologischer Kochsalzldsung) verrihrt und mit einem Deckglas bedeckt. Die roten
Blutkdrperchen farben sich kaum an. Hingegen leuchten die weil3en Blutkérperchen grell
grin oder kupferrot. Diese Methode hat eine besondere Bedeutung fiir den schnellen
Nachweis von Blutparasiten, deren Feinbau gut zu erkennen ist. Bei Anwesenheit von
Trypanosomen leuchtet deren Zytoplasma schwach griin, die Kerne sind hellgriin und die
Volutinkorper kupferrot.
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Diese kleine Auswahl von Anwendungsmoglichkeiten der Vitalfluorochromierung soll den
Mikroskopiker zu eigenen Versuchen anregen. Die im Literaturverzeichnis aufgeftihrten
Arbeiten kbénnen dabei sehr hilfreich sein. Wie eingangs gezeigt wurde, &3t sich die Fluo-
reszenzmikroskopie vielfaltig modifizieren und mit anderen lichtmikroskopischen Verfah-
ren kombinieren. Es gibt heute eine grol3e Palette von Fluorochromen, die allein ange-
wendet bereits polychrome Bilder liefern, miteinander gemischt oder bei gleichzeitiger
Verwendung von Diachromen jedoch brillante Mehrfachfarbungen ermdglichen.

Spezielle Methoden der Durchlicht-Fluoreszenzmikroskopie

Es werden einige Methoden beschrieben, die leicht durchfiihrbar sind und in kirzester
Zeit brillant fluoreszierende Bilder liefern. Damit sind die Anwendungsmadglichkeiten des
Verfahrens jedoch keineswegs erschopft. Zahllose organische und anorganische Sub-
stanzen haben die Eigenschaft, bei Anregung mit energiereichem Licht zu fluoreszieren.
Es gibt kaum ein zweites Gebiet der Mikroskopie, das ein so grol3es Experimentierfeld
bietet, wie die Fluoreszenzmikroskopie.

Die meisten Fluorochrome werden in wasserigen, stark verdinnten Lésungen angewen-
det. Man wiegt eine entsprechende Menge des Farbstoffes ab und 16st sie unter wieder-
holtem Schutteln in 100 ml bzw. 1 Liter destilliertem Wasser restlos auf. Zur Konservie-
rung kann man einige Tropfen verflissigtes Phenol (Karbolsdure) zusetzen. Wenn die
Fluorochrome bei einem bestimmten pH-Wert verwendet werden sollen oder fur die M-
talfluorochromierung bestimmt sind, entféllt dieser Zusatz. Einige Fluorochrome mussen in
Alkohol (Athanol) gelost werden. 0.1 g Farbstoff in 100 ml Lésungsmittel entspricht einer
Konzentration von 1:1000, in einem Liter von 1:10 000. Pflanzenextrakte, zum Beispiel
Chelidonium-Extrakt, werden unverdinnt als Fluorochrome verwendet.

Bei einigen Fluorochromierungen mussen bestimmte pH-Werte eingehalten werden, die
man mit geeigneten Pufferldsungen einstellt. Gebrauchlich sind zwei Methoden, von de-
nen die zuerst beschriebene in den meisten Fallen ausreicht. Erforderlich sind nur zwei
Stammldsungen:

Stammldsung 1

9,078 g Kaliuindihydrogenphosphat KH2P0 und
8,404 g Oxalsaure

werden in 1 Liter dest. Wasser gelost.

Stammldsung 2

25,480 g Borax (Dinatriumtetraborat Na2B40O7.10 H20)
werden in 1 Liter dest. Wasser gelost.

Beide Losungen sind unbegrenzt haltbar. Vor Gebrauch der erforderlichen Pufferlésung
werden sie miteinander gemischt:



pH-Wert ml Stamml. 1 ml Stamml. 2

4,0 57,8 42,2
50 51,8 48,2
6,0 46,6 53,4
7,0 41,2 58,8
8,0 32.2 67,8
9,0 24,6 75.4

Ein grolRerer pH-Bereich wird mit der zweiten Methode abgedeckt. Allerdings sind hierfir
vier Stammldsungen erforderlich:

Stammldsung 1

n/10 Salzsaure

Stammlésung 2

9,025¢g Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4, in 1 Liter dest. Wasser

Stammldsung 3

23,89 g Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4 in 1 Liter dest. Wasser

Stammldsung 4

25,35 g Trikaliumphophat K3PO4 in 1 Liter dest. Wasser

Gut verschlossen sind diese Losungen praktisch unbegrenzt haltbar. Kurz vor Gebrauch
werden sie miteinander gemischt:

pH-Wert ml ml2 ml3 ml4

2,09 9% 5 - -
3,51 5 95 - -
4,84 - 100 - -
5,81 - 90 10 -
6,36 - 80 20 -
7,11 - 40 60 -
7,63 - 60 - 40
8,22 - 55 - 45
10,15 - 50 - 50
11,14 - 40 - 60

Fur die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung ist unfixiertes oder kurz fixiertes Materi-
al am besten geeignet, weil nach langer Fixierung Anderungen der Primar- und Sekundar-
fluoreszenz auftreten. Alle quecksilber-, eisen- und jodhaltigen Fixierungsmittel sind wn-
brauchbar. Formaldehydlésung (10 ml 35%-iges Formol +90 ml Wasser) oder gasférmi-
ges, aus Paraformaldehydtabletten hergestelltes Formaldehyd und Carnoysches Gemisch
(60 ml Athanol +30 ml Chloroform + 10 ml Eisessig) sind geeignete Fixierungsmittel.
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Als Einschlu3mittel sind je nach Art des Materials und der Farbung folgende Medien ver-
wendbar: Fluoreszenzfreies Paraffindl, Glyzerin, Wasser, Entellan, Plexigum und UV-Inert
(Serva, Heidelberg). Die drei zuletzt aufgefihrten Mittel sind in Toluol geloste Kunstharze,
bei deren Verwendung das einzuschlieRende Objekt vorher in der steigenden Alkoholrei-
he entwéassert werden mal3, bevor es lber Xylol oder Toluol in das Einschlumittel ge-
bracht wird. Da manche Fluorochrome alkoholloslich sind, mul3 diese Entwasserung rasch
erfolgen.

Bei Blauviolett- und Blauanregung koénnen auch halbweil3e Objekttrager verwendet wer-
den. Bei UV-Anregung sind hingegen unbedingt reinweil3e, fluoreszenzfreie Objekttrager
erforderlich. Fluorochromiert wird auf dem Objekttrager. Der UberschuRR des zuletzt ver-
wendeten Waschwassers wird mit Filtrierpapier abgesaugt. Mit Hilfe eines Tropfrohrchens
bringt man die Fluorochromlésung auf den Schnitt oder den Ausstrich und laf3t sie der
Vorschrift entsprechend lange einwirken. Danach wird sie mit Filtrierpapier abgesaugt und
durch die Waschflissigkeit ersetzt, die solange erneuert und wieder abgesaugt wird, bis
das Filtrierpapier vollkommen farblos bleibt. Danach kann man das Praparat in Glyzerin
einschlieen, an der Luft trocknen lassen und mit Paraffin0l abdecken oder uber die stei-
gende Alkoholreihe und Xylol in einem der genannten Kunstharze einbetten.

Primarfluoreszenz von Vogelfedern

Die roten und gelben Federn der Papageien, Tukane, Prachtfinken, Webervdgel und vie-
ler anderer Arten zeigen bei Blauviolett- und Blauanregung eine prachtige Primérfluores-
zenz. Von einer Deckfeder schneidet man das dicke Ende des Kiels ab, legt sie kurze Zeit
in Xylol oder Toluol und Ubertragt sie tropfnald in UV-Inert. Nach dem Auflegen des Deck-
glases muf3 je nach der Dicke des verbliebenen Kiels noch UV-Inert nachgefullt werden.

Primarfluoreszenz von Insektenschuppen

An den pigmentgefarbten roétlichen und gelblichen Fliigelschuppen von Schmetterlingen,
besonders von den prachtig gefarbten Exoten, aber auch von vielen anderen Insekten, ist
bei UV-, Blauviolett- und Blauanregung eine schone Primarfluoreszenz zu beobachten.
Die Schuppen werden auf dem Objekttrager mit UV-Inert verrihrt und mit einem Deckglas
abgedeckt.

Primarfluoreszenz von Pflanzenteilen

Ungefarbte Schnitte von Holzern zeigen oft eine kraftige Primarfluoreszenz. Aber auch in
vielen Stengelquerschnitten sind bei UV-, Blauviolett- und Blauanregung Fluoreszenzen
zu beobachten. Ein gutes Beispiel ist das Holz der Berberitze. Die Schnitte kbnnen mit
UV-Inert zu Dauerpraparaten verarbeitet werden.

Zellkerne und Protoplasma in Pflanzenschnitten

Methode 1 nach HAITINGER

4 Minuten fluurochromieren in einer Mischung von 75 ml waldriger Coriphosphin-0-Lsung
1:10 000 und 25 ml einer walRrigen Fuchsin-Lésung 1:10 000.



Farbstoffiiberschuf® mit Wasser auswaschen.
Einschluf3 in Glyzerin.

Ergebnis: Zellkerne gelbgriin bis gelb, Protoplasma rot, Kernkérperchen orange, Karyotin
gelbgrin, Chromosomen gelbgrin.

Methode 2 nach HAITINGER

10 Minuten fluorochromieren in waRdriger Lésung von Akridinorange 1:5000.
Farbstoffuibcrschul? mit destilliertem Wasser auswaschen.
In Wasser oder Glyzerin einschliel3en.

Ergebnis: Zellkerne griin, Protoplasma rot.

Zellkerne in menschlichem oder tierischem Gewebe nach HAITINGER
Mehrere Fluorochrome sind geeignet.

3 Minuten fluorochromieren in waldriger Losung von Akridinorange NO, Coriphusphin O,
Phosphin 3R oder Euchrysin 2GNX 1:10 000.

Farbstoffuberschul® mit Wasser auswaschen.

10 Minuten nachbaden in 4%igem Formol.

Lufttrocknen oder in der Alkoholreihe rasch entwassern und in Xylol bringen.
In Paraffindl oder UV-Inert einschliel3en.

Ergebnis: Zellkerne leuchtend gelb.

Fett in menschlichem oder tierischem Gewebe nach HAITINGER

Mehrere lipophile Fluorochrome in wasseriger Losung sind geeignet:

Fluorochrom Konz. Einwirkung  Fluoreszenz
Chelidonium- unverdinnt 3 Min. turkisblau
extrakt

Chlorophyll- unverdinnt 3 Min. feuerrot
extrakt

Coriphosphin 0 1: 1000 1 Min. gelbgrin
Neutrulrot B 1: 2000 2 Min. goldgelb
Rhosphin 3R 1:10000 2 Min. grun
Primulin O 1:10000 10 Min. gran

Thioflavin S 1:10000 10 Min. dunkelblau



Farbstuffiberschul® auswaschen.

In Glyzerin einbetten.

Fluorochromierung von Schleim und Mastzellen nach HAITINGER
Mehrere Fluorochrome in wéaRdriger Losung sind geeignet.

5 Minuten fluorochromieren in Akridinorange NO, Brillantphosphin G, Euchrysin 2GNX,
Aurophosphin G oder Coriphosphin 0 1:20 000. Alle Lésungen auf' pH 3 gepuffert.

5 Minuten in destilliertem Wasser, gepuffert auf pH 3, auswaschen.
5 Minuten in 4%-igem Formol, gepuffert auf pH 3, nachbaden.
In steigender Alkoholreihe rasch entwassern und tber Xylol in UV-Inert einschliel3en.

Ergebnis: Schleim gelbgrin bis kupferrot. Mastzellen kupferrot.

Zellwéande in Pflanzenschnitten

1 Minute fluurochrumieren in wafiriger Losung von Coriphosphin 0 1:1000.
Farbstoffiberschuld mit Wasser auswaschen.

Nachbaden in 4%-igem Formol

An der Luft trocknen lassen oder durch die steigende Alkoholreihe in Xylol Gbertragen.
EinschlieRen in Paraffindl oder UV-Inert.

Eigebnis: Zellwande orange.

Vitalfarbung von Vakuolen (Zellséfte)
Methode 1

5 bis 10 Minuten fluorochromieren in alkalischer Losung (pH 8 bis 10) von Akridinorange
NO 1:5000.

Waschen mit alkalischer Pufferldsung (pH 8 bis 10)
In der Pufferlésung einschliel3en und sofort mikroskopieren.

Ergebnis: Speichernde Zellséfte grin bis gelbgriin, nicht speichernde Zellséfte ziegelrot.



Methode 2

5 bis 10 Minuten fluorochromieren in waldriger Losung von Rhodamin B 1:1000.
Farbstoff mit destilliertem Wasser auswaschen.

In Wasser oder Glyzerin einschliel3en.

Ergebnis: Speichernde Zellsafte goldbraun, nicht speichernde Zellsafte fluoreszieren
nicht.

Fluoruchromierung von Holzschnitten und Stengelquerschnitten

Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung von verholzten und unverholzten Zellwanden
ist mit einer ganzen Reihe von Fluoruchromen mdglich, die in walriger Losung angewen-
det werden:

Fluorochrom Konz. Einwirkung  verholzt unverholzt
Coriphosphin 0 1:1000 1 Min. grungelb orange
Euchrysin 2GNX 1:1000 15 Sek. hellgrin orangerot
Primulin O 1: 500 1 Min. gelb hellgrin
Rhodamin 6G 1:1000 1 Min. orangegelb gelblich
Akridinorange 1:1000 1 Min. grun

10 Minuten in 4%-igem Formol nachbaden.
Lufttrocknen oder schnell entwassern (Alkoholreihe-Xylol)

Einschluf3 in Glyzerin, Paraffindl oder UVInert (Dauerpraparat).

Leukozyten und Lymphozyten
Dunnen Blutausstrich auf gut gereinigtem Objekttrager herstellen.
10 Minuten in Methylalkohol fixieren.

4 Minuten fluorochromieren in einer waldrigen Losung von Coriphosphin O oder Euchrysin
2GNX 1:1000.

Farbstofluberschul? mit dest. Wasser auswaschen. Sofort mikroskopieren.

Ergebnis: Lymphozyten und Leukozyten orange bis gelborange.
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Nachweis von Bakterien-Sporen nach STRUGGER

Material auf sorgfaltig gereinigtem Objekttrager ausstreichen und an der Luft trocknen.
In der Flamme fixieren.

Tropfen einer Mischung von 100 ml Brillantsulfoflavin 1:400 und 0,5 ml verflissigten Phe-
nols (90-prozentig) aufbringen. Objekttrager sofort bis zur Dampfbildung in der Flamme
erhitzen, dann 2 Minuten einwirken lassen.

Mit destilliertem Wasser auswaschen.
40 Sekunden fluorochromieren mit Coriphosphin 1:1000 in destilliertem Wasser.
Farbstoffiiberschul mit destilliertem Wasser auswaschen.

An der Luft trocknen lassen. Einen Tropfen Paraffindl aufbringen und mit einem Deckglas
bedecken.

Ergebnis: Bakterien kupferrot, Sporen griingelb.

In diesem Beitrag konnten nur wenige, leicht durchtihrbare Methoden beschrieben wer-
den, die eindrucksvolle Ergebnisse liefern. Sie sind als Anregung fiur eigene Versuche
gedacht. Die im nachfolgenden Literaturverzeichnis aufgefiihrten Arbeiten, besonders die
der alteren Autoren, enthalten eine Vielzahl von Rezepten, Tabellen und Hinweisen auf
Fluorochromierungen, deren Auswertung auch mit blauviolettem und blauem Durchlicht
moglich ist.
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