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PROBLEME DER HISTOLOGISCHEN 
MITOCHONDRIENDARSTELLUNG

H . Ma y e r s b a c h

(E ingegangen  am  11. J u l i ,  1960)

D ie A n gaben  in  der L ite ra tu r  ü b er F o rm , Z ah l und  A n o rd n u n g  d er 
M itochondrien  in  e iner b e s tim m te n  Z ella rt u n b e h a n d e lte r  T iere sind  o ft u n e in 
heitlich  u n d  W id ersp rech en d . Zweifellos s ind  d a fü r  tag esry th m isch e  V erä n d e 
ru n g en  der O rgane u n d  G ew ebe v e ra n tw o rtlic h ; gerade  die s tren g  p erio d isch  
fressenden  L ab o ra to riu m stie re  wie R a tte n  u n d  M äuse w eisen s ta rk e  ta g e s 
zyklische S ch w an k u n g en  au f. B e k a n n t is t dies se it län g erem  vom  G lykogenge
h a l t  der L eber ( H o l m g r e e n , 1931). G elegen tliche frü h ere  eigene B e o b a c h tu n 
gen  u n d  je tz t  a lle rd ings n och  n ic h t voll abgesch lossene sy stem atisch e  U n te r 
suchungen  am  L a u sa n n e r  In s t i tu t  h ab en  e rgeben , dass der G ly k o g en tag es
ry th m u s  überd ies jah ressze itlich e  U n te rsch ied e  au fw eist. H a n d  in  H a n d  m it 
dem  v ersch ied en en  G lykogengehalt gehen M ito ch o n d rien v e rän d eru n g en  in  
d e r L eber (R o b e r t s , 1949). A ber au ch  die N ie ren m ito ch o n d rien  v e rä n d e rn  
sich , wie w ir b e o b a c h te n  k o n n te n , zum  T eil n ic h t  un erh eb lich  im  R a h m e n  des 
T ageszyk lus.

M ehr ab e r n och  sp ie len  die zu r M ito ch o n d rien d ars te llu n g  an g ew en d e ten  
T ech n ik en  eine R olle. D u rch  die h isto log ische G ew ebshand lung  k ö n n e n  M ito 
chondrien  d e ra r t  v e rä n d e r t  w erden , dass v o n  e in  u n d  dem selben  O rgan  gew on
nene G ew ebsproben  sich  n ic h t m eh r verg le ichen  lassen  u n d  keine Ä h n lich k e iten  
m eh r u n te re in a n d e r  aufw eisen.

W enn  m a n  sich  das P ro b lem  s te llt, M ito ch o n d rien  zu u n te rsu c h e n , d a n n  
se tz t das T h em a fa s t im m er vo rau s, die M ito ch o n d rien  m öglichst leb en sw ah r zu 
G esich t zu b ekom m en . M it einem  » Ä q u iv a len tb ild «  is t  im  Z u sam m en h an g  m it 
d er F rag este llu n g  m eis t w enig  g ed ien t, da  es n u r  w enig  A ufschlüsse g ib t. D as 
M ateria l soll ab e r au ch  n a c h  M öglichkeit n och  fü r  an d e re  U n te rsu ch u n g en  v e r 
w en d b a r sein, d en n  es is t  seh r o ft w ü n sch en sw ert, in  n eb en e in an d er liegen 
den  S e rien sch n itten  M itochondrien  d a rz u s te lle n  ab e r auch  versch iedene 
F ä rb u n g e n  u n d  h is tochem ische  R eak tio n en  d u rc h z u fü h re n . D a rü b e r h in a u s  soll 
d ie  T echn ik  m ög lichst e in fach  sein, so dass es ohne besondere  U m stä n d e  m ög
lich  is t, g leichm ässige Serien  h e rzuste llen . M eth o d en , w elche n u r  ge legentliches 
G elingen der M ito ch o n d rien fä rb u n g  erm öglichen , sind  fü r V ergleiche bei 
ex p erim en te llen  U n te rsu ch u n g en  ungeeignet.

12 Acta Morphologica X/2—4.
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O bw o h l sich in  n eu e re r  Z e it eine grosse Z ah l v o n  F ix ierungs- u n d  F ä rb u n g s 
m e th o d e n  fü r  M itochondrien  a n b ie te t, (H arm ann  1950, Chang  1956, F ujii 
1956, A n d r ew s  an d  J ohnson  1956, B a k e r  1957, Ladmann  u n d  Mitchell 
1957) k e h r t  m an  im m er gerne zu  d en  a ltb e w ä h r te n  M ethoden v o n  R e g a u d  u n d  
C h a m p y  zurück . Die D a rs te llu n g  d er M ito ch o n d rien  gelingt d a n n  m eist im m er. 
A lle rd in g s  h aben  diese b e id en  M ethoden  d en  N ach te il, dass sie an d e re  F ä rb u n 
g en  k a u m  oder ü b e rh a u p t n ic h t e rlau b en  (A bb. la ) ,  von  h istochem ischen  R e a k 
t io n e n  ganz  zu schw eigen.

V erg le ich t m an  ab er die R e su lta te  d er F ix ie ru n g sm eth o d en  v o n  C h am p y  
u n d  R e g a u d  u n te re in a n d e r, w obei die eine dem  T y pus der O sm iu m säu re , die 
a n d e re  d em  T ypus des B ic h ro m a t e n tsp r ic h t, so sind  die E rgebn isse  fa s t  im m er 
v e rsc h ie d e n . N ach d er R e g a u d ’schen  F ix ie ru n g  z. B . sind  die M ito ch o n d rien  
in  d e r  N iere  in  überw iegender Z ah l s täb ch en fö rm ig  (A bb. 16, c ),n ach  O sm iu m 
f ix ie ru n g  erscheinen die M ito ch o n d rien  als k leine K örn ch en  oder grössere 
K u g e ln  (A bb. le ). N u r seh r se lten  s ieh t m a n  sie s täbchen fö rm ig . B ei g en au ere r 
U n te rs u c h u n g  k an n  m an  a lle rd in g s fe sts te llen , dass die F o rm  der M ito ch o n d rien  
a b h ä n g ig  is t  von  d er L age d e r Zellen im  G ew ebeblock. G anz o b erfläch lich  
ge leg en e  Z e llpartien  e n th a lte n  s täb ch en fö rm ig e , w äh ren d  einige tie fe r  liegende 
k ö rn ch en fö rm ig e  M ito ch o n d rien  e n th a lte n  (A bb 1 /). D ies h ä n g t m it der 
la n g sa m e n  E ind ring tie fe  d e r O sm ium säure  zusam m en , w o durch  sich p o s tm o r
ta le  V e rän d e ru n g en  noch  ab sp ie len  k ö n n en , b ev o r das F ix ie ru n g sm itte l die 
Z e llen  e rre ic h t h a t. N ach  Zollinger  (1950) is t M itochondrien -Z erfa ll und  
-A b k u g e lu n g  ein A u sd ru c k  an o x äm isch en  G eschehens in  ü b e rleb en d en  
M ito c h o n d rie n . A ndere o sm iu m h altig e  F ix ie ru n g sm itte l, wie e tw a  d as  von  
B a k e r  (1957) angegebene H e rrm a n n ’sche F ix ierungsgem isch , ebenso gep u f
fe r te  O sm ium säure  n ach  P a lla d e , wie sie fü r  die E le k tro n en m ik ro sk o p ie  v e r
w e n d e t w ird , zeigen gleiche E ffe k te  (A bb. lg ). A uch  aus A rb e iten  v o n  B ahr 
(1960) g e h t hervor, dass t r o tz  osm otische  V erhä ltn isse  v e rb esse rn d er Z usätze  
zu  O sm ium säuregem ischen  M ito ch o n d rien v erän d eru n g en  in  tie fe ren  B lock 
sc h ic h te n  n ich t v e rh in d e rt w erd en  kö n n en .

Z u r  F ix ie rung  der N ie ren m ito ch o n d rien  h a t  sich uns ganz ausgeze ichnet 
d a s  H e l ly ’sche G em isch b e w ä h rt, w elches n ic h t zu  den  e ig en tlich en  M ito- 
c h o n d rie n fix ie ru n g sm itte ln  z ä h lt. D ie in  d er A bb . Id  d a rg este llte  H e lly -fix ie rte  
N ie re  ze ig t deu tlich  gezeichnete , schöne s täb ch en fö rm ig e  M ito ch o n d rien , die 
te ilw e ise  sogar fast bessere E rh a ltu n g  aufw eisen , als das nach  R eg a u d  f ix ie rte  
N ie re n m a te ria l.

B e i vergleichsw eiser A n w en d u n g  v o n  osm ium - u n d  b ic h ro m a th a ltig e n  
F ix ie ru n g sm itte ln  a u f  die Leber k a n n  ähn liches b e o b ach te t w erden . W äh ren d  
R e g a u d  w iederum  seh r fe in k ö rn ig  die M ito ch o n d rien  e rh ä lt, die so g ar o f t als 
k o m m a fö rm ig e  G ebilde zu r D a rs te llu n g  k o m m en  (A bb. 2a), v e rq u e lle n  die 
M ito c h o n d rie n  in  den  o sm iu m fix ie rten  L eb ers tü ck ch en ; sie e rsch e in en  als 
r e la t iv  p lu m p e  K ugeln  (A bb. 2e). N ic h t se lten  e n th a lte n  diese K u g e ln  eine
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k leine, aber d e u tlic h  s ich tbare  B lase  (A bb. 2e B ). Bei der L eber a lle rd in g s  
v e rsa g t das H e lly ’sche G em isch. D ie in  den  L eberzellen  besonders re ich lich  
e n th a lte n e n  R ib o n u k leo tid e  b ild en  S chollen , w elche sich ü b erau s s t a r k  m it 
E ise n h a e m a to x y lin  (aber auch m it a n d e re n  F ä rb e m itte ln )  a n fä rb en , w o d u rc h  
die M itochondrien  v o llständ ig  ü b e rd e c k t w erd en  (A bb. 26). Selbst d u rc h  p ro 
lon g ie rte  D ifferenzierung  lässt s ich  keine M ito ch o n d rien d arste llu n g  e rz ie len , 
w eil die M itochondrien  im m er e h e r  e n tfä rb t  s ind , als die Schollen . D a s  zu r 
M ito ch o n d rien fix ie ru n g  em pfoh lene F o rm o l versch iedener K o n z e n tra tio n  
(R omeis 1948), sowie C alc ium -F orm ol (B aker  1944) ergeben  G leiches, 
insbesondere , w en n  die S ch n ittd ick e  2 — 3 ц  ü b e rs te ig t (A bb. 2d). D u rc h  diese 
g u te  E rh a ltu n g  u n d  M itfärbung  d e r R ib o n u k leo tid e  is t die V erw en d u n g  d ieser 
F ix ie ru n g sm itte l, w elche sow ohl D a rs te llu n g  v o n  M itochondrien , a ls  au ch  
F ä rb u n g e n  u n d  b es tim m te  h is tochem ische  R e a k tio n e n  in  S ch n itten  v o n  einem  
einzigen  G ew ebsblock erlauben  w ü rd e n , fü r  b e s tim m te  Gewebe au sg esch lossen .

V on dem  s tö ren d en  E in flu ss d e r  R ib o n u k leo tid e  a u f die M ito c h o n d rie n 
d a rs te llu n g  ausgehend , h a t B h a r a d w a j  (1959) eine sow ohl in te re s s a n te , wie 
k lu g  d u rc h d a c h te  T echn ik  e n tw ick e lt. D azu  w erden  die Gewebe m it  einem  
S ub lim at-F o rm ol-G em isch  f ix ie r t, w as alle Zellanteile , e in sch liesslich  der 
M itochondrien  g u t e rh a lten  soll. Z u r  M ito ch o n d rien d arste llu n g  w e rd e n  d a n n  
die S ch n itte  v o r  der F ä rb u n g  m it  R ib o n u k le in sä u re -E x tra k tio n sm itte ln  
b e h a n d e lt, d a m it sich diese n ic h t m e h r  m itfä rb e n . B ei der N a c h u n te rsu c h u n g  
d ieser A ngaben  w urde  fe s tg es te llt, dass die angegebenen  E x tra k t io n s m it te l  
— zu denen  ü b rig en s einige geh ö ren , w elche n a c h  P earse (1959) z u r  R N S- 
E x tra k tio n  n u r  seh r w enig gee ig n e t sind  — n ich t den g ew ü n sch ten  E rfo lg  
b rin g en . Die d u rc h  die S u b iim a t-F o rm o l-F ix ie ru n g  sehr s ta rk e n  N u k leo 
tid scho llen  in  d e r L eber lassen sich  d u rch  K O H ,T rieh lo ressig säu re , M c Ilv a in e - 
P u ffe r u n d  R ibonuk lease  n ich t g en ü g en d  en tfe rn en  und  fä rb e n  s ich  t r o tz 
d em  m it. E r s t  n ach  A nw endung  sc h ä rfe re r  E x tra k tio n sm itte l  (H C l, H C 104, 
S ch n e id e r-E x trak tio n ) w ird  die F ä rb u n g  d e r N ukleo tidscho llen  d u rc h  E ise n 
h aem a to x y lin  n a c h  R egaud  v e rh in d e r t .  D ie A bb . 2g  zeigt d eu tlich  d e n  E ffek t 
p ro lo n g ie rte r P e rc h lo rsä u re -E x tra k tio n , w o d u rch  n u n  die M ito ch o n d rien  
d eu tlich  s ic h tb a r  w erden. Diese M ito ch o n d rien  sind ab er teilw eise s e h r  s ta rk  
v e rq u o llen  u n d  abgekugelt, w obei das B ild  n ic h t, wie B haradwaj a n g ib t , an  
das der R e g au d -F ix ie ru n g  e r in n e rt, so n d ern  v ie lm ehr an  das e in e r  (sch lech 
ten ) O sm iu m -F ix ie rung . N och v ie l d e u tlic h e r zeigen die N ie ren m ito ch o n d rien  
die A bkugelungserscheinungen  (A bb . 3c).

D er an  sich  vorzügliche G e d an k en g an g  von  B haradwaj w u rd e  w e ite r 
v e rfo lg t u n d  die T echn ik  in u n se rem  L a b o ra to r iu m  m odifiz iert. Als F ix ie ru n g s 
m itte l  verw en d en  w ir das fü r zah lre ich e  F ä rb u n g e n  und  fü r viele h is to ch em isch e  
R eak tio n en  geeignete  F orm ol u n d  F orm ol-C alcium . (F ix ie rung  b e i 4° C.). 
R ib o n u k le ito d e  w erden  d ad u rch  a b e r  so g u t e rh a lte n , dass eine M ito c h o n d rie n 
d a rs te llu n g  — zu m in d est in  R N S -re ich en  O rg an en  — unm öglich g e m a c h t w ird .

12*
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In sb eso n d ere  d an n , w e n n  d ie  versch iedenen  F o rm o l-L ö su n g en  m it Z u ck er v e r 
s e tz t  w erden; Z u c k e rz u sä tze  verw enden w ir  fü r  b estim m te  h istochem ische  
R e a k tio n e n  m it E rfo lg , w eil durch A n p a ssu n g  an  osm otische V erh ä ltn isse  
S u b stan zen v e rsch ieb u n g en  h in tan g eh a lten  w e rd e n . (Ü ber die Form ol-Z ucker- 
F ix ie ru n g  w ird an  a n d e re r  Stelle e ingehend b e r ic h te t .)

E x tra k tio n sv e rsu c h e  an  S chn itten  d iese r versch ieden  fix ie rte n  G ew ebe 
h a b e n  ergeben, dass d ie  un erw ü n sch te  M itfä rb u n g  d er R ib o n u k leo tid e  d u rch  
d e re n  E x tra k tio n  v e r h in d e r t  w erden k a n n . A lle rd in g s k o m m t m an  zu  d iesem  
Z w eck  m it den so n s t fü r  histochem ische R N S -U n te rsu ch u n g en  (B rach e t-  
T est) üblichen m ilden  u n d  k u rzen  E x tra k tio n e n  n ic h t aus. D azu  m üssen  v ie l
m e h r  die k rä ftig s ten  E x tra k tio n s m itte l  a n g e w e n d e t w erden , w obei die E in 
w irk u n g sd au e r sow ohl v o m  n a tiv en  R N S -R e ic h tu m  des Z ellm ateria ls, als au ch  
v o n  dessen g u te r E r h a l tu n g  durch  F ix ie ru n g sm itte l  ab h än g t. A ber se lb st 
in  F orm ol-C alcium -Z uckergem ischen  f ix ie r te  L ebergew ebe k ö n n en  d a m it 
au sre ich en d  e x tra h ie r t  w e rd e n  (Abb. 2h), w o n a c h  sich  die M itochondrien  sehr 
g u t  d ars te llen  lassen . I n  d e r  N iere gelingt a u f  d iese  W eise die M itochondrien  - 
d a rs te llu n g  ebenfalls se h r  g u t. W enn zw ar in  d iesem  O rgan die F ä rb u n g  der 
M itochondrien  n ach  F o rm o lfix ie ru n g  an  u n d  f ü r  sich  keine besondere Schw ie
r ig k e it  b ed eu te t, w eil d ie  Z ellen  w eniger R N S  e n th a lte n , so b ie te t die A n w en 
d u n g  v o n  E x tra k tio n s m itte ln  vor der F ä rb u n g  zw eifellos V orteile . E s e rü b rig t 
s ich  näm lich , ganz d ü n n e  (u n te r  4 fi dicke) S c h n it te  herzuste llen  u n d  überd ies  
f ä l l t  d ie M ito ch o n d rien fä rb u n g  sowohl in  g an z  d ü n n e n , wie auch  in  d ickeren  
S c h n itte n  g leichm ässiger a u s . In  üblich b e h a n d e lte n  S ch n itten  sind  n äm lich  
im m e r  einzelne N ie re n tu b u li  noch zu w enig d iffe re n z ie rt, w obei das G eb ie t um  
die M itochondrien  e in e  einzige schw arze F a rb m a s s e  b ild e t (A bb. 3a , M), 
w ä h re n d  in  anderen , d an eben liegenden  T u b u li  d ie  M itochondrien  seh r g u t 
d a rg e s te llt  oder sogar sc h o n  ü b  er d ifferenziert s in d . (A bb . 3a, U). D ieser a u f  dem  
ung leichm ässig  grossen  R N S -G eh a lt der e in ze ln en  Zellen  in  den T u b u li b e ru h e n 
de F ärb u n g se ffek t z w in g t, m ehrere  v ersch ied en  s ta rk  d ifferenzierte  S c h n itte  
h e rzu ste llen , dam it d ie M itochondrien  sä m tlic h e r  N ie ren ab sch n itte  u n te rs u c h t 
w e rd e n  können. Im  v e r s tä r k te n  Masse t r if f t  d ies zu , w enn  die N ieren  e tw a  fü r 
h istochem ische  U n te rsu c h u n g e n  m it F o rm o l-C a lc iu m  oder F orm ol-Z uckerge- 
m isch en  fix iert w u rd e n  (A b b . 3d —/ ) .  W ie d iese  A bbildungen  ab er zeigen, 
e rfo lg t jedoch  die A n fä rb u n g  der M itochondrien  n a c h  der E x tra k tio n  gleich- 
m äss ig  s ta rk , w o durch  e ine  einheitliche D iffe ren z ie ru n g  erm öglich t w ird . E s 
d a r f  a b e r  n ich t v e rsc h w ie g e n  werden, dass d u rc h  seh r lange E x tra k tio n s b e 
h a n d lu n g  die F ä rb b a rk e it  d e r  Leber und  N ie ren m ito ch o n d rien  le iden  k a n n , 
d . h .,  dass es sehr sch w er i s t ,  den  M om ent r ic h tig e r  D ifferenzierung  (au ch  m it 
g an z  v e rd ü n n te n  E isen a lau n lö su n g en ) zu e rfa sse n . H ie r  h a t  sich die N a c h 
ch ro m ie ru n g  der S c h n itte  m i t  3 %  B ich ro m at (12 — 24 S td .) n ach  der N u k le in 
sä u re -E x tra k tio n  seh r b e w ä h r t ;  die F ä rb b a rk e it d e r  M itochondrien  w ird  d a d u rc h  
w ied e r hergestellt.
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W as die M orphologie d er M ito ch o n d rien  an g eh t, so zeig t d e r V erg leich  
d er A bb . 31» und  3f  m it 3c, dass die S tä b c h e n fo rm  der N ie ren m ito ch o n d rien  
d u rch  F o rm o l e rh a lte n  b le ib t, w äh ren d  das v o n  B hahadwaj (1959) v o rg e 
sch lagene S ub lim at-F o rm ol-G em isch  eine A bkugelung  der M ito ch o n d rien  
v e ru rsa c h t. G leiches g ilt fü r die L eber (Vgl. A b b . 2g m it 2a), w ozu  h ie r  noch  
eine s ic h tb a re  M ito chondrien -A bnahm e in  d en  S u b lim a t-F o rm o l-f ix ie rten  
L eb ern  k o m m t. Die g u te  M ito ch o n d rien e rh a ltu n g  du rch  F o rm ol u n d  deren  
ansch liessende le ich te  D a rs te llb a rk e it n a c h  R ib o n u k le in sä u re -E x tra k tio n  der 
S c h n itte  lie fe rt sow ohl in  be id en  O rganen  E rg eb n isse , w elche an  d ie  d e r  k la s 
sischen M ito ch o n d rien d arste llu n g  von  R eg aud heran k o m m en . (S iehe A b b . 11», c 
u n d  2a).

D ieses R e su lta t  is t an  u n d  fü r sich n ic h t verw underlich , da n a c h  R omeis 
(1948) F o rm o l die M itochondrien  g u t f ix ie r t. A llerd ings is t die F o rm o lfix ie ru n g  
abero  n u r  bei G ew eben m it geringem  R N S -G eh a lt e rfo lgversp rechend . E s is t 
d esha lb  zweifellos ein V erd ienst von  B h a r a d w a j , durch  seine Id ee  d e r  R N S- 
E x t r a k tio n  die M ito ch o n d rien fä rb u n g  in  R N S -h a ltig en  O rganen  zu  e rm ö g li
chen . E s  w ird  d u rch  diesen V organg  n ic h ts  an d eres  erre ich t, als w as sich  bei 
d er F ix ie ru n g  n ach  R egaud  im  G ew ebe ab sp ie lt:  E n tfe rn u n g  der N u k le in sä u 
ren , die du rch  B ich ro m at n ich t f ix ie r t u n d  dann  e x tra h ie r t  w erd en . 
D a rau s  e rw äch st ab er fü r die H is to te c h n ik  ein b ed eu ten d e r V orte il. E in e rse its  
w erd en  ze itrau b en d e  P ro zed u ren  u n d  p a ra lle l lau fen d e  F ix ierungen  ü b erflü ssig , 
a n d e rse its  is t es m öglich, an  S c h n itte n  ein u n d  desselben B lockes a u c h  an d ere  
F ä rb u n g e n  u n d  sogar h istochem ische  U n te rsu ch u n g en  d u rc h z u fü h re n , w as 
fü r seh r viele F rag este llu n g en  von  B ed eu tu n g  is t.

I n  der T afel 4 sind  einige E rg eb n isse  h istochem ischer R e a k tio n e n  an 
v e rsch ied en  fix ie rte n  N ieren stü ck ch en  g leicher H e rk u n ft zu sam m en g este llt. 
V erg le ich t m an  led ig lich  die V erte ilung  P A S -p o sitiv en  M aterials in  d en  T u b u li 
c o n to r ti  I ,  d an n  k a n n  m an  sehen, dass die ü b liche  F orm ol u n d  F o rm o l 
C alc iu m -F ix ie ru n g , ab e r auch  das F o rm o l-S u b lim a t n ach  B haradw aj  
(A bb. 4 a , b, c) dieses in  H a u p tsa c h e  n u r  im  B ereich der B ü rs te n b e sä tz e  
e rh ä lt. N ach  Form ol-C alcium  bzw . F o rm o l-S u b lim a t kom m en n o ch  z u sä tz 
lich  einzelne P A S -positive  K örn ch en  im  C y to p lasm a der T u b u lu sze llen  zur 
D a rs te llu n g . N ach  Z usa tz  von  R o h rzu ck er zum  F orm ol h ingegen e n th a l te n  die 
L u m in a  eine hom ogene S u b stan z ; auch  die B ü rs ten b esä tze  geben eine w esen
tlich  s tä rk e re  P A S -R eak tio n  (A bb. 4e). M it s ta rk e r  V ergrösserung  is t  b eso n d ers  
g u t s ic h tb a r  (A bb. 4f ) ,  dass die T ubu lu sze llen  re ich lich  P A S -positive  K ö rn ch en  
e n th a lte n  und  dass das an  der Z elloberfläche gelegene P JS -p o s itiv e  M ateria l 
feine ( in tra -  oder in te rze llu lä re) s tr ic h a r tig e  F o rtsä tz e  gegen die Z ellen  h in  
au fw e ist. D ieser B efu n d  g leich t w eitgehend  B ild e rn , wie sie in  seh r g u t  e rh a lte 
n en  g e fro ren -g etro ck n e ten  N ieren  m it d er P JS -R e a k tio n  e rz ie lt w erden  
(Mayersbach  1956). A ber auch  die in  T u b u lu sze llen  n ich t im m er g u t zu  p raeser- 
v ie rb a re n  R ibonu k leo tid e  erscheinen nach  R o h rzu ck erzu sä tzen  zu F o rm o l oder



Abb.  1. N iere  einer R a t te  be i v e rsch ied en e r F ix ieru n g , a : R e g a u d , F ä rb u n g : H a e m a to x y lin -  
E o s in . D ie  A bb ildung  ze ig t d e u tlic h , dass die F ä rb b a rk e it  d e r  Gewebe du rch  die R e g a u d ’sche 
F ix ie ru n g  v e rm in d ert is t .  M ik ro fo to g ra fien  lassen sich  d e sh a lb  fa s t  n ich t h e rste ilen  u n d  lie fern  
» f lau e «  B ilder, b, c : M ito ch o n d rie n fä rb u n g  m it E is e n h a e m a to x y lin . Die M ito ch o n d rien  er
sc h e in e n  n a c h  R e g a u d -F ix ie ru n g  en tw ed er als fe in e  S tä b c h e n  oder K ö rn ch en re ih en  ( c)  
in  d e n  T u b u li c o n to rti I .  d :  G leiche N iere nach  H e lly -F ix ie ru n g  u n d  F ä rb u n g  m it E is e n 
h a e m a to x y lin . Die M ito ch o n d rien  e rscheinen  als d eu tlich e  S tä b c h e n , e : O sm iu m säu re-F ix a tio n  
n a c h  Ch a m p y . Die M ito ch o n d rie n  de r T u b u li c o n to r ti  I  s in d  in  der ü berw iegenden  Z ah l 
a b g e k u g e lt ,  f  : C h a m p y -F ix ie ru n g . O berflächlich  im  G ew ebeb lock  liegende Z ellanteile  (u n te re  
B ild h ä lf te )  e n th a lte n  s tä b ch e n fö rm ig e , tie fer gelegene k u g e lig e  M itochondrien  (o b ere  B ild 
h ä lf te ) .  g :  M ito ch o n d rie n -F ix ie ru n g  n a ch  B a k e r  (1957). (H e rrm a n n ’sches G em isch  u n d  

N ach o sm ie ru n g ). M itochondrien  k le in k ö rn ig  zerfallen



Abb.  2. L eber e in e r R a t te  be i v e rsch iedener F ix ie ru n g , a : R eg au d -F ix ie ru n g . D ie M itochon- 
d r ie n  sind  fe inkörn ig  o d e r fe in -s täb ch en fö rm ig , b : H elly -F ix ie ru n g . R ibo n u k leo tid sch o llen  
w erd en  du rch  E ise n h a e m a to -y lin  s ta rk  g e fä rb t, so d a ss  keine  M ito ch o n d rien fä rb u n g  m eh r 
m öglich  ist. f  : T ro tz  E x tia K tio n  der R N S  m it H C l b le ib en  R ih o n u k leo tid e  im  H elly -fix - 
ie r te n  Gewebe noch  fä rb b a r . Ih re  v e rm in d e rte  F ä rb b a rk e i t  e r la u b t jed o c h  schon  an n äh e rn d  
M itochondrien  d a rzu s te lle n , c :  F o rm o l—S u b lim a t-F ix ie ru n g  n ach  B h a r a d w a j . S ta rk e  A n
fä rb u n g  von R ibon u k leo tid sch o llen  d u rc h  E isen h a em a to x y lin . M itochondrien  k ö n n en  n ich t 
d a rg e s te llt  w erden, g :  F o rm o l-S u b lim at, E x tr a k t io n  d e r S c h n itte  12 S td  N —H Cl. D urch  
E n tfe rn u n g  der R N S  w erd en  M itochondrien  d a rs te llb a r , w elche de r F ix ie ru n g  en tsp rech en d  
als g röbere  K ugeln  e rsch e in en , d, h :  F ix ie ru n g  m it  F o rm o l—C alcium -Z uckergem isch , d:  
O hne  E x tra k tio n . D u rc h  die gu te  R ib o n u k le o tid e rh a ltu n g  u n d  deren  s ta rk e  M itfä rb u n g  kön
n e n  M itochondrien  n u r  in  R N S-freien  Z ellen  (Z) d a rg e s te ll t  w erden . />: N a ch  E x tra k tio n  
d e r  R ib o n u k leo tid e  m it  N —HCl. M ito ch o n d rien  in  a llen  Zellen d a rs te llb a r. Ih re  F o rm  is t 
k le in k ö rn ig  oder fe in -s täb ch en fö rm ig , e : C h a m p v -F ix ie ru n g . M itochondrien  d u rchw egs gross

kugelig, einige e n th a lte n  B läschen  (B)



Abb. 3. N ie re  einer R a tte  bei v e rsch ie d en e r F ix ie ru n g , a :  F o rm o l-F ix ie ru n g . D u rc h  den  
v e rsc h ie d e n  s ta rk e n  R N S -G eh alt e rfo lg t die D ifferenz ierung  d e r R ib o n u k leo tid e  ung leich - 
m assig . E in ze ln e  Zellen bzw . Z e llg ru p p en  e n th a lte n  no ch  F a rb m asse n  (M), an d ere  sin d  zu r 
M ito ch o n d rien d ars te llu n g  r ic h tig  d iffe re n z ie rt und sch liesslich  g ib t es no ch  ü b e rd iffe ren z ie rte  
(U ) T u b u li ,  in  denen die M ito ch o n d rien  schon  fa s t  w ieder e n tf ä rb t  sind , b: W ie a, jed o c h  
S c h n i t t  e x tr a h ie r t  m it N —H C l. G leichm ässige  A n fä rb u n g  d e r M itochondrien , d ie  s tä b c h e n 
fö rm ig  s in d , c : Gleiche N iere n a c h  S u b lim a t — F o rm o l-F ix ie ru n g  (B h a r a d w a j ) u n d  E x tra k t io n  
m it N — H C l. D ie D ifferenzierung  d es E isen h aem a to x y lin s  e rfo lg t in  a llen  T u b u li g leichm ässig . 
D ie  M ito ch o n d rien fo rm  is t  je d o c h  d u rc h  die F ix ieru n g  g robkugelig , d, e, f  : F ix ie ru n g  m it 
F o rm o l — C alcium -Z ucker, d:  O hne  E x tra k tio n . D u rch  die g u te  R N S -E rb a ltu n g  dieses G e
m isch es s in d  die D ifferen z ie ru n g su n tersch ied e  s tä rk e r  als bei re in e r Form ol — C alcium - 

F ix ie ru n g . e: U nvo lls tän d ig e , f :  V ollständ ige  E x tra k t io n  d e r R N S  m it N — HCl



Abb.  4. N iere  einer R a tte  be i v e rsch ied en er F ix ierung . B eispiele h is to ch em isch e r R e ak tio 
n en . a , 6, c, e, / :  P J S -R e a k tio n , H a em a lau n . a  : F o rm o l—C alcium . N u r B ü rs te n b esä tze  u n d  
fe in eK ö rn ch en  im C y to p lasm a  erscheinen . S ch iff-positiv , b:  F o rm o l. N u r  B ü rs ten b esä tze , 
a b e r  fa s t  keine K ö rn ch en  des C y top lasm as e n th a lte n  P JS -p o s itiv es  M a teria l, c:  Fo rm ol— 
S u b lim a t. B ü rs ten b esä tze  u n d  gelegen tlich  in  einzelnen T u b u li sch w ach  P JS -p o s itiv e r 
In h a lt ,  e:  Form ol — C alcium  — Z ucker. B ü rs ten b esä tze  u n d  zah lre iche  feine K ö rn ch en  im  
C y to p la sm a  s ta rk  P JS -p o s itiv . A uffällig  g u te  E rh a ltu n g  e iner S ch iff-p o sitiv en  S ubstanz  
im  T ubu lu9-L um en . f  : W ie e, jedoch  bei s tä rk e re r  V ergrösserung . M an s ie h t d e u tlich  s trich - 
a r tig e  Schiff-positive F o r tsä tz e  aus dem  B ü rsten b esa tzb e re ich  in  d ie T iefe de r Zellen 
h in e in rag en , g : F o rm o l—C a lc iu m -Z u c k e r-F ix ie ru n g , D arste llu n g  d e r R ib o n u k leo tid c  m it 
g e p u ffe rtem  M ethy lenb lau  n a ch  P isch inger. d, h : D arste llu n g  de r a lk a lisch en  P h o sp h ata se  
n a c h  G o m o r i (ß -G ly cero p h o sp h a t). d : N a tiv e r  G e frie rsch n itt in k u b ie r t  15 M in. 37 C°. 
h : F o rm o l —Calcium  Z u ck e r-F ix a tio n . S e h n itt  in k u b ie rt bei Z im m e rte m p e ra tu r  5 Min.
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F o r m o l— Calcium als F ila m e n te . Y on besonderem  V o rte il is t die S u b stan ze r
h a l tu n g  fü r  h istochem ische  F e rm e n tre a k tio n en . A us d em  V ergleich der A bb. 
4 d  u n d  4/i geht e indeu tig  h e rv o r , dass du rch  den R o h rz u c k e rz u sa tz  die R eak tio n  
f ü r  a lk a lisch e  P h o sp h a ta se  n a c h  Gomori s tä rk e r  a u s fä llt , als in  n a tiv e n  G efrier
s c h n i t te n . Dies ä u sse rt s ich  in  w esentlich  k ü rz e re n  In k u b a tio n sz e ite n  (der 
S c h n i t t  der Abb. 4h w u rd e  n u r  5 M in bei Z im m e rte m p e ra tu r , d er S ch n itt der 
A b b . 4 d h ingegen 15 M in b e i 37° C in k u b ie rt) . A u ch  die L o k a lisa tio n  is t viel 
s c h ä r fe r  und  die F e rm e n te  b le ib en  selbst an  je n e n  O rte n  e rh a lten , die m it 
ü b lic h e r  techn ik  fe rm e n tfre i g e fu n d en  w erden. D azu  g ehören  die feinen basa len  
S tre ife n  u n d  C y to p la sm a k ö rn c h e n ; gleiche L o k a lisa tio n  d er P h o sp h a th ase  
k o n n te  du rch  eine seh r e n tw ic k e lte , h is tochem isch -e lek tronenm ik roskop ische  
T e c h n ik  von  Mölbert (1960) in  N ierenzellen  b e o b a c h te t w erden . N ach  F o r
m o l— Z u ck er-F ix a tio n  is t  so g a r  in  p a ra ff in e in g eb e tte te m  M ate ria l die D a rs te l
lu n g  v o n  A d en o sin tr ip h o sp h a ta se  (M ethode: Pa d y k u l a  — H errm ann , 1956) in  
a u sre ic h e n d e r Menge m ög lich . D ies m uss als b esondere  L e is tu n g  d er S u b s ta n z 
e rh a l tu n g  durch den  Z u c k e rz u sa tz  gew ertet w erd en , d a  sich  dieses F e rm en t 
s e lb s t  in  G efrierschn itten  n ic h t  im m er le ich t d a rs te lle n  lä ss t u n d  n ach  N ov i- 
KOFF (1960) durch  F ix a tio n  seh r le ich t geschäd ig t w ird . D ie F o rm o l—Z ucker- 
F ix a t io n  w urde bere its  fü r  U n te rsu c h u n g e n  ü b e r das V e rh a lte n  versch iedener 
F e rm e n te  in  der M äuseniere n a c h  A lloxangaben  (E rgocack u n d  B ucher , 1960) 
m it  E rfo lg  angew endet.

M a te ria l u n d  angew andte T echn ik

JVLaterial : L eber und  N ie ren  v o n  w e issen  R a tte n ;  fü r V erg le ich su n te rsu c liu n g en  d ien ten  n u r  
O rg a n e  von jeweils e inem  e in z ig en  T ier.

F ix ie r u n g e n  : R egaud u n d  C h a m p y  (n a ch  R o m e is  1948); H e r rm a n n ’sches G em isch m it N ach- 
o sm ierung  nach B a k e r  (1957); gep u ffe rte  O sm iu m säu re  n a c h  P a l l a d e ; F o rm o l— 
S u b lim a t nach B h a r a d w a j  (1959); N eu tra les F o rm o l (4 % ) u n d  F o rm o l — Calcium  
n a c h  B a k e r  (1954); F o rm o l u n d  F o rm o l—Calcium  m it R o h rz u ck e rzu sa tz  (0,88 M). 
S äm tlich e  F ix ierungen  w u rd e n  bei 4° C d u rch g efü h rt.
Ü b lich e  P a ra ff in e in b e ttu n g , S c h n ittd ick e n  5 — 8 fl.

N u k le in s ä u r e —Extraktion: a)  n a c h  B h a r a d w a j :
1 %  K O H , 1 S td  bei Z im m e rte m p e ra tu r ,
M c Ilvaine  und  P h o s p h a tp u f fe r  (p H  7, 0,2 M) 2 — 8 S td  b e i 37° C.
5 %  T rich loressigsäure  12 S td . 37° C und 
0 ,1 %  R ibonuklease.

b) eigene M o d if ik a tio n :
P erch lo rsäu re  10%  2 — 15 S td . ,  60° C.
Salzsäu re , N —HCl 2 — 20 S td . ,  60° C.
T rich loressigsäure  10%  2 — 10 S td .,  90° C. (n ich t seh r g u t  geeignet)

c) even tuell N a ch c h ro m ie ru n g  m it K a liu m b ich ro m a t 3 %  12 — 24 S td .
U m  A bschw im m en d e r S c h n itte  w äh ren d  der S äu re b eh a n d lu n g  zu  v e rh in d e rn , w urden  

d ie  S c h n i tte  nach  L ip p  c e llo id in ie rt.
F ä r b u n g :  R egaud’sches E is e n h a e m a to x y lin  nach  R o m e is ; F a rb s to f f  jed o ch  k ü n stlich  d u rch  
N a tr iu m p e rjo d a t-Z u g a b e  g e re if t (0 ,1  g r p ro  0,5 g r H a em a to x y lin ) .

B eizen  der S ch n itte  in  5 %  E isen a lau n -L ö su n g  24 S td . 37° C.
F ä rb e n  12 S td . bei Z im m e rte m p e ra tu r .
D ifferenzieren  in  2 ,5%  E ise n a la u n .
A lkoholreihe, K a n a d a -B a lsa m .
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Zusammenfassung
E s is t  fü r  h isto log ische U n te rsu ch u n g e n  v o n  M ito ch o n d rien  in  L eber u n d  N iere  dem  

R e g au d ’schen  F ix ie ru n g sm itte l d e r  V orzug zu geben . D u rch  dessen ra sch e  P e n e tra tio n  erfo lg t 
die F ix ie ru n g  de r Gewebe n o ch  b ev o r p o stm o rta le  V erän d e ru n g en  d e r M ito ch o n d rien  s t a t t 
f in d en  kön n en . Die fü r  das G elingen  e iner O sm iu m fix ie ru n g  n o tw end igen  p a p ie rd ü n n e n  Ge- 
w ebsblöcke kön n en  aus v e rsch ied en en  G rü n d en  n ic h t im m er h e rg este llt  w e rd en  und 
m it n u r  o b erfläch lich  gelegenen , g u t  e rh a lte n e n  S ch ich ten  is t m e is t n ic h t g e d ie n t. Selbst 
in  n u r  2 — 3 m m  dicken  G ew ebsb löcken  t re te n  info lge  de r lan g sam en  E in d rin g g esch w in 
d ig k e it de r O sm ium säure  s ta rk e  p o stm o rta le  V e rän d e ru n g en  d u rc h  Z erfa ll u n d  A b k u 
gelung  d e r stäb ch en fö rm ig en  N ie ren m ito ch o n d rien  auf, w ährend  d iese in  d e r  L eber 
m it V erq u ellu n g  u n d  B lasen b ild u n g  de r M ito ch o n d rien  e inhergehen.

D as v o n  R h a r ADWAJ an g eg eb en e  S u b lim a t — Form ol-G em isch e ig n e t s ich  n ic h t  sehr 
zu r n a tu rn a h e n  E rh a ltu n g  d e r M ito ch o n d rien , d a  es ebenfa lls  deren  U m w an d lu n g  in  K ugelform  
v e ru rsa c h t. Jed o ch  is t die v o n  B h a r a d w a j  vorgesch lagene  E x tra k tio n  de r R ib o n u k le in sä u ren , 
w elche die E is e n h a em a to x ilin fä rb u n g  s tö ren , eine h e rv o rrag en d e  M ethode, u m  in  Form ol, 
F o rm o l—C alcium  u n d  in  F o rm o l — Z ucker f ix ie r te n  R N S -reichen  Zellen d ie D a rs te llu n g  der 
M ito ch o n d rien  zu erm öglichen . A llerd ings sind  n u r  seh r k rä ftig  w irkende  E x tra k tio n s m itte l  
e ffek tv o ll, w obei die E x tra k tio n s z e it  — ab h än g ig  v o m  O rgan  — seh r lan g  se in  m uss. E ine 
even tu e lle  F ä rb b a rk e itsab sch w äc liu n g  de r M ito ch o n d rien  du rch  fo rc ie rte  R N S -E x tra k tio n  
k a n n  m an  d u rc h  N ach ch ro m ie ru n g  de r S c h n itte  w ied er rückgäng ig  m ach en . H ie rm it  erg ib t 
sich d ie M öglichkeit, in  S c h n itte n  v o n  e inen  e inzigen  G ew ebeblock sow ohl M itochondrien  
d a rzu ste llen , als auch  F ä rb u n g e n  u n d  b es tim m te  h is tochem ische  R e ak tio n e n  d u rc h zu fü h re n , 
w as zweifellos neben  de r Z e it-  u n d  A rb e itse rsp a rn is  seh r w ü n schensw ert u n d  fü r  m anche 
V erg le ich sstu d ien  fa s t u n e rlä ss lich  ist.
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ПРОБЛЕМЫ ГИСТОЛОГИЧЕСКОГО ВЫЯВЛЕНИЯ МИТОХОНДРИЙ
X. МАЙЕРСБАХ

При гистологических исследованиях митохондрий в печени и почках лучше всего 
оправдывался фиксирующий раствор Рего. Благодаря быстрому прониканию этого раст
вора фиксация тканей происходит до возникновения посмертных изменений митохондрий.
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Необходимых для удачной осмиевой фиксации весьма тонких тканевых кусочков, по 
разным причинам не всегда удается получить и расположенные только поверхностно, 
хорошо сохраненные слои в большинстве случаев недостаточны. Даже в тканевых кусоч
ках толщиной только 2—3 мм, возникают вследствие медленного проникновения осмиевой 
кислоты значительные посмертные изменения из-за распада и округления палочковидных 
митохондрий почки, в то время как в печени эти изменения сопровождаются набуханием 
и образованием пузырьков митохондрий.

Предложенная Б а р а д в а е м  смесь сулемы с формалином не очень пригодна для 
сохранения естественной формы митохондрий, так как она также обусловливает их пре
вращение в шаровидную форму. Однако, предложенное Б а р а д в а е м  экстрагирование рибо
нуклеиновых кислот, мешающих окрашиванию железным гематоксилином, представляет 
превосходный метод для выявления митохондрий, в фиксированных формалином, смесью 
формалина и кальция или смесью формалина и сахара, богатых рибонуклеиновой кислотой 
клетках. Правда, что только весьма сильные экстрагирующие вещества оказались эффек
тивными, причем время экстрагирования — в зависимости от органа — должно быть 
очень продолжительным. Возможное уменьшение окрашиваемости митохондрий, вызван
ное форсированным извлечением рибонуклеиновой кислоты можно восстановить допол
нительным хромированием срезов. Благодаря этому предоставляется возможность выя
вить не только митохондрии в срезах из одного единственного тканевого кусочка, но и 
провести окрашивания и определенные гистологические реакции, что несоменно — 
наряду с экономией времени и труда — является весьма желательным и даже для неко
торых сравнительных исследований почти необходимым.

LE PROBLÈME DE LA REPRÉSENTATION HISTOLOGIQUE DES MITOCHONDRIES
H. MAYERSBACH

P o u r  l’exam en h isto lo g iq u e  des m itochondries d an s  le fo ie e t le re in  le m a té rie l de 
f ix a t io n  de  R egaud  e t celui de ch o ix . P a r  sa p é n é tra tio n  ra p id e  la  f ix a tio n  des tissu s su rv ie n t 
e n co re  a v a n t  que les ch an g e m e n ts  p o stm o rta ls  des m ito c h o n d rie s  p u isse n t su rv en ir. P o u r  
la  r é u s s i te  d ’une  fix a tio n  d ’osm iu m  les blocs de tissus d o iv e n t ê tre  m ince com m e d u  p a p ie r , 
ce q u e , p o u r  de d ifféren tes ra iso n s  n e  p e u t  pas to u jo u rs  ê tre  réalisé , e t  des couches su p e r
fic ie lles  b ie n  conservées sont le p lu s  so u v e n t in su ffisan te s . M êm e dans les blocs de t is su  d ’une  
é p a is s e u r  de  seu lem ent 2 — 3 m m  de  fo rts  ch angem en ts p o s tm o r ta ls  su rv ien n en t, due  a la 
p é n é t r a t io n  len te  de l ’acide o sm iq u e , tan d isq u e  p a r  ce fa it  les m ito ch o n d ries d an s le foie 
m o n tr e n t  u n  engonflem ent e t  u n e  fo rm a tio n  vésiculeuse.

L e  com posé su b lirn a t-fo rm o l d é c r it p a r  B h a r a d w a j  n e  se p rê te  p a s  tro p  à la  c o n se r
v a t io n  f id è le  des m ito ch o n d ries, p u is q u ’il cause ég a lem en t u n e  tran s fo rm a tio n  g lob iform e. 
B h a r a d w a j  propose ég a lem en t l ’e x tra c t io n  des acides rib o n u c léa ires , qu i p e r tu rb e n t  la  co lo
ra t io n  fe rro -h ém ato x y lin e , ce q u i e s t  u n e  m éthode ex ce llen te  p o u r  rep ré se n te r  des m ito 
c h o n d r ie s  d an s  des cellules r ich es  en  A R N  fixées dans d u  fo rm o l, fo rm ol-calc ium  e t fo rm ol- 
su c re . C e p e n d a n t ce ne so n t q u e  des m até rie ls  d’ex tra c tio n  d ’u n  e ffe t trè s  v igoureux  qu i so n t 
e ff ic a c e s  e t  la  durée de l’e x tra c t io n -d é p e n d a n t  de l’organe  d o it  ê tre  b ien  prolongée. U n  a ffa ib lis 
s e m e n t é v e n tu e l  de la  co lo ra tio n  d es m itochondries due  à l ’e x tra c t io n  forcée de T A R N  p e u t-  
ê tre  c o rrig é  p a r  la co lo ra tio n  su p p lé m e n ta ire  des coupes. V o ilà  donc u n e  possib ilité  p o u r  
r e p ré s e n te r  des m itochondries d a n s  le s  coupes d’un  seul bloc de  tis su , to u t  en  e ffe c tu a n t aussi 
des c o lo ra tio n s  e t certaines ré a c tio n s  h is toch im iques, — ce q u i e s t sans do u te  trè s  d ésirab le  
du  p o in t  d e  vue  d ’épargne de te m p s  e t  de trav a il. Cet a v a n ta g e  e s t donc  p resque  in d isp en sab le  
d a n s  d e s  é tu d e s  co m paratives.

D r. H . Ma y e r s b a c h , I n s t i t u t  d ’H isto logie e t  d ’E m bryo log ie , U n iv e rs ité  
de L a u s a n n e , Suisse
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