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Die Angaben in der Literatur Gber Form, Zahl und Anordnung der
Mitochondrien in einer bestimmten Zellart unbehandelter Tiere sind oft unein-
heitlich und Widersprechend. Zweifellos sind dafir tagesrythmische Verénde-
rungen der Organe und Gewebe verantwortlich; gerade die streng periodisch
fressenden Laboratoriumstiere wie Ratten und Mduse weisen starke tages-
zyklische Schwankungen auf. Bekannt ist dies seit langerem vom Glykogenge-
halt der Leber (Holmgreen, 1931). Gelegentliche frithere eigene Beobachtun-
gen und jetzt allerdings noch nicht voll abgeschlossene systematische Unter-
suchungen am Lausanner Institut haben ergeben, dass der Glykogentages-
rythmus Uberdies jahresszeitliche Unterschiede aufweist. Hand in Hand mit
dem verschiedenen Glykogengehalt gehen Mitochondrienverdnderungen in
der Leber (Roberts, 1949). Aber auch die Nierenmitochondrien verdndern
sich, wie wir beobachten konnten, zum Teil nicht unerheblich im Rahmen des
Tageszyklus.

Mehr aber noch spielen die zur Mitochondriendarstellung angewendeten
Techniken eine Rolle. Durch die histologische Gewebshandlung kénnen Mito-
chondrien derart verdndert werden, dass von ein und demselben Organ gewon-
nene Gewebsproben sich nicht mehr vergleichen lassen und keine Ahnlichkeiten
mehr untereinander aufweisen.

Wenn man sich das Problem stellt, Mitochondrien zu untersuchen, dann
setzt das Thema fastimmer voraus, die Mitochondrien maéglichst lebenswahr zu
Gesicht zu bekommen. Mit einem »Aquivalentbild« ist im Zusammenhang mit
der Fragestellung meist wenig gedient, da es nur wenig Aufschlisse gibt. Das
M aterial soll aber auch nach Mdglichkeit noch fur andere Untersuchungen ver-
wendbar sein, denn es ist sehr oft winschenswert, in nebeneinander liegen-
den Serienschnitten Mitochondrien darzustellen aber auch verschiedene
Farbungen und histochemische Reaktionen durchzufithren. Dartber hinaus soll
die Technik mdglichst einfach sein, so dass es ohne besondere Umstdnde mdog-
lich ist, gleichmdssige Serien herzustellen. Methoden, welche nur gelegentliches
Gelingen der Mitochondrienfdrbung ermdglichen, sind fir Vergleiche bei
experimentellen Untersuchungen ungeeignet.

12 Acta Morphologica X/2—4.
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Obwohl sich in neuerer Zeit eine grosse Zahlvon Fixierungs- und Farbungs-
methoden fir Mitochondrien anbietet, (Harmann 1950, Chang 1956, Fujii
1956, Andrews and Johnson 1956, Baker 1957, Ladmann und Mitchell
1957) kehrt man immer gerne zu den altbewdhrten Methoden von Regaud und
Champy zuriuck. Die Darstellung der Mitochondrien gelingt dann meist immer.
Allerdings haben diese beiden Methoden den Nachteil, dass sie andere Fé&rbun-
gen kaum oder Uberhaupt nicht erlauben (Abb. la), von histochemischen Reak-
tionen ganz zu schweigen.

Vergleicht man aber die Resultate der Fixierungsmethoden von Champy
und Regaud untereinander, wobei die eine dem Typus der Osmiumsdure, die
andere dem Typus des Bichromat entspricht, so sind die Ergebnisse fast immer
verschieden. Nach der Regaud’schen Fixierung z. B. sind die Mitochondrien
in der Niere in Uberwiegender Zahl stdébchenfdrmig (Abb. 16, c¢),nach Osmium-
fixierung erscheinen die Mitochondrien als kleine Kdérnchen oder grdssere
Kugeln (Abb. le). Nur sehr selten sieht man sie stdbchenférmig. Bei genauerer
Untersuchung kann man allerdings feststellen, dass die Form der Mitochondrien
abhé&ngig ist von der Lage der Zellen im Gewebeblock. Ganz oberflachlich
gelegene Zellpartien enthalten stdbchenférmige, wéhrend einige tiefer liegende
kérnchenférmige Mitochondrien enthalten (Abb 1/). Dies hdngt mit der
langsamen Eindringtiefe der Osmiumsdure zusammen, wodurch sich postmor-
tale Verdnderungen noch abspielen kdnnen, bevor das Fixierungsmittel die
Zellen erreicht hat. Nach Zollinger (1950) ist Mitochondrien-Zerfall und
-Abkugelung ein Ausdruck anoxdmischen Geschehens in (Uberlebenden
Mitochondrien. Andere osmiumhaltige Fixierungsmittel, wie etwa das von
Baker (1957) angegebene Herrmann’sche Fixierungsgemisch, ebenso gepuf-
ferte Osmiumsédure nach Pallade, wie sie fur die Elektronenmikroskopie ver-
wendet wird, zeigen gleiche Effekte (Abb. Ig). Auch aus Arbeiten von Bahr
(1960) geht hervor, dass trotz osmotische Verhéltnisse verbessernder Zusétze
zu Osmiumséuregemischen Mitochondrienverdnderungen in tieferen Block-
schichten nicht verhindert werden kdnnen.

Zur Fixierung der Nierenmitochondrien hat sich uns ganz ausgezeichnet
das Helly’sche Gemisch bewé&hrt, welches nicht zu den eigentlichen Mito-
chondrienfixierungsmitteln z&hlt. Die in der Abb. Id dargestellte Helly-fixierte
Niere zeigt deutlich gezeichnete, schéne stdbchenférmige Mitochondrien, die
teilweise sogar fast bessere Erhaltung aufweisen, als das nach Regaud fixierte
Nierenmaterial.

Bei vergleichsweiser Anwendung von osmium- und bichromathaltigen
Fixierungsmitteln auf die Leber kann dhnliches beobachtet werden. W &hrend
Regaud wiederum sehr feinkdrnig die Mitochondrien erhdlt, die sogar oft als
kommaférmige Gebilde zur Darstellung kommen (Abb. 2a), verquellen die
Mitochondrien in den osmiumfixierten Leberstickchen; sie erscheinen als
relativ plumpe Kugeln (Abb. 2e). Nicht selten enthalten diese Kugeln eine
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kleine, aber deutlich sichtbare Blase (Abb. 2e B). Bei der Leber allerdings
versagt das Helly’sche Gemisch. Die in den Leberzellen besonders reichlich
enthaltenen Ribonukleotide bilden Schollen, welche sich (beraus stark mit
Eisenhaematoxylin (aber auch mit anderen Fdrbemitteln) anfdarben, wodurch
die Mitochondrien vollstdndig tberdeckt werden (Abb. 26). Selbst durch pro-
longierte Differenzierung ldsst sich keine Mitochondriendarstellung erzielen,
weil die Mitochondrien immer eher entfarbt sind, als die Schollen. Das zur
Mitochondrienfixierung empfohlene Formol verschiedener Konzentration
(Romeis 1948), sowie Calcium-Formol (Baker 1944) ergeben Gleiches,
insbesondere, wenn die Schnittdicke 2—3 1 Ubersteigt (Abb. 2d). Durch diese
gute Erhaltung und Mitfarbung der Ribonukleotide ist die Verwendung dieser
Fixierungsmittel, welche sowohl Darstellung von Mitochondrien, als auch
Fé&rbungen und bestimmte histochemische Reaktionen in Schnitten von einem
einzigen Gewebsblock erlauben wirden, fir bestimmte Gewebe ausgeschlossen.

Von dem stérenden Einfluss der Ribonukleotide auf die Mitochondrien-
darstellung ausgehend, hat Bharadwaj (1959) eine sowohl interessante, wie
klug durchdachte Technik entwickelt. Dazu werden die Gewebe mit einem
Sublimat-Formol-Gemisch fixiert, was alle Zellanteile, einschliesslich der
Mitochondrien gut erhalten soll. Zur Mitochondriendarstellung werden dann
die Schnitte vor der F&rbung mit Ribonukleinsdure-Extraktionsmitteln
behandelt, damit sich diese nicht mehr mitfdérben. Bei der Nachuntersuchung
dieser Angaben wurde festgestellt, dass die angegebenen Extraktionsm ittel
— zu denen Ubrigens einige gehdren, welche nach Pearse (1959) zur RNS-
Extraktion nur sehr wenig geeignet sind — nicht den gewilnschten Erfolg
bringen. Die durch die Subiimat-Formol-Fixierung sehr starken Nukleo-
tidschollen in der Leber lassen sich durch KOH,Triehloressigsdure, Mc llvaine-
Puffer und Ribonuklease nicht genigend entfernen und farben sich trotz-
dem mit. Erst nach Anwendung schéarferer Extraktionsmittel (HCI, HC104,
Schneider-Extraktion) wird die Farbung der Nukleotidschollen durch Eisen-
haematoxylin nach Regaud verhindert. Die Abb. 2g zeigt deutlich den Effekt
prolongierter Perchlorsdure-Extraktion, wodurch nun die Mitochondrien
deutlich sichtbar werden. Diese Mitochondrien sind aber teilweise sehr stark
verquollen und abgekugelt, wobei das Bild nicht, wie Bharadwaj angibt, an
das der Regaud-Fixierung erinnert, sondern vielmehr an das einer (schlech-
ten) Osmium-Fixierung. Noch viel deutlicher zeigen die Nierenmitochondrien
die Abkugelungserscheinungen (Abb. 3c).

Der an sich vorzigliche Gedankengang von Bharadwaj wurde weiter
verfolgt und die Technik in unserem Laboratorium modifiziert. Als Fixierungs-
mittel verwenden wir das fur zahlreiche F&arbungen und fir viele histochemische
Reaktionen geeignete Formol und Formol-Calcium. (Fixierung bei 4° C.).
Ribonukleitode werden dadurch aber so gut erhalten, dass eine Mitochondrien-
darstellung — zumindestin RN S-reichen Organen — unmdéglich gemacht wird.

12*
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Insbesondere dann, wenn die verschiedenen Formol-Ldsungen mit Zucker ver-
setzt werden; Zuckerzusdtze verwenden wir fiur bestimmte histochemische
Reaktionen mit Erfolg, weil durch Anpassung an osmotische Verhdltnisse
Substanzenverschiebungen hintangehalten werden. (Uber die Formol-Zucker-
Fixierung wird an anderer Stelle eingehend berichtet.)

Extraktionsversuche an Schnitten dieser verschieden fixierten Gewebe
haben ergeben, dass die unerwinschte Mitfarbung der Ribonukleotide durch
deren Extraktion verhindert werden kann. Allerdings kommt man zu diesem
Zweck mit den sonst fir histochemische RNS-Untersuchungen (Brachet-
Test) Ublichen milden und kurzen Extraktionen nicht aus. Dazu mussen viel-
mehr die kréftigsten Extraktionsmittel angewendet werden, wobei die Ein-
wirkungsdauer sowohl vom nativen RN S-Reichtum des Zellmaterials, als auch
von dessen guter Erhaltung durch Fixierungsmittel abhdngt. Aber selbst
in Formol-Calcium-Zuckergemischen fixierte Lebergewebe konnen damit
ausreichend extrahiert werden (Abb. 2h), wonach sich die Mitochondrien sehr
gut darstellen lassen. In der Niere gelingt auf diese Weise die Mitochondrien-
darstellung ebenfalls sehr gut. Wenn zwar in diesem Organ die F&rbung der
Mitochondrien nach Formolfixierung an und fir sich keine besondere Schwie-
rigkeit bedeutet, weil die Zellen weniger RNS enthalten, so bietet die Anwen-
dung von Extraktionsmitteln vor der Farbung zweifellos Vorteile. Es erubrigt
sich ndmlich, ganz dinne (unter 4 fi dicke) Schnitte herzustellen und uUberdies
fallt die Mitochondrienfdrbung sowohl in ganz dunnen, wie auch in dickeren
Schnitten gleichméssiger aus. In Ublich behandelten Schnitten sind n&dmlich
immer einzelne Nierentubuli noch zu wenig differenziert, wobei das Gebiet um
die Mitochondrien eine einzige schwarze Farbmasse bildet (Abb. 3a, M),
wdhrend in anderen, danebenliegenden Tubuli die Mitochondrien sehr gut
dargestellt oder sogar schon uUberdifferenziert sind. (Abb. 3a, U). Dieser auf dem
ungleichméssig grossen RNS-Gehalt der einzelnen Zellen in den Tubuli beruhen-
de Farbungseffekt zwingt, mehrere verschieden stark differenzierte Schnitte
herzustellen, damit die Mitochondrien samtlicher Nierenabschnitte untersucht
werden konnen. Im verstarkten Masse trifft dies zu, wenn die Nieren etwa fir
histochemische Untersuchungen mit Formol-Calcium oder Formol-Zuckerge-
mischen fixiert wurden (Abb. 3d—/). Wie diese Abbildungen aber zeigen,
erfolgt jedoch die Anférbung der Mitochondrien nach der Extraktion gleich-
méssig stark, wodurch eine einheitliche Differenzierung ermdéglicht wird. Es
darf aber nicht verschwiegen werden, dass durch sehr lange Extraktionsbe-
handlung die Féarbbarkeit der Leber und Nierenmitochondrien leiden kann,
d. h., dass es sehr schwer ist, den Moment richtiger Differenzierung (auch mit
ganz verdlinnten Eisenalaunlésungen) zu erfassen. Hier hat sich die Nach-
chromierung der Schnitte mit 3% Bichromat (12—24 Std.) nach der Nuklein-
sdure-Extraktion sehr bew&hrt; die Farbbarkeit der Mitochondrienwird dadurch
wieder hergestellt.
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Was die Morphologie der Mitochondrien angeht, so zeigt der Vergleich
der Abb. 3» und 3f mit 3c, dass die Stabchenform der Nierenmitochondrien
durch Formol erhalten bleibt, w&dhrend das von Bhahadwaj (1959) vorge-
schlagene Sublimat-Formol-Gemisch eine Abkugelung der Mitochondrien
verursacht. Gleiches gilt fliir die Leber (Vgl. Abb. 2g mit 2a), wozu hier noch
eine sichtbare Mitochondrien-Abnahme in den Sublimat-Formol-fixierten
Lebern kommt. Die gute Mitochondrienerhaltung durch Formol und deren
anschliessende leichte Darstellbarkeit nach Ribonukleinsédure-Extraktion der
Schnitte liefert sowohl in beiden Organen Ergebnisse, welche an die der klas-
sischen Mitochondriendarstellung von Regaud herankommen. (Siehe Abb. 11» ¢
und 2a).

Dieses Resultat ist an und fir sich nicht verwunderlich, da nach Romeis
(1948) Formol die Mitochondrien gut fixiert. Allerdings ist die Formolfixierung
abero nur bei Geweben mit geringem RNS-Gehalt erfolgversprechend. Es ist
deshalb zweifellos ein Verdienst von Bharadwaj, durch seine Idee der RNS-
E xtraktion die Mitochondrienfdrbung in RNS-haltigen Organen zu ermdgli-
chen. Es wird durch diesen Vorgang nichts anderes erreicht, als was sich bei
der Fixierung nach Regaud im Gewebe abspielt: Entfernung der Nukleinsdu-
ren, die durch Bichromat nicht fixiert und dann extrahiert werden.
Daraus erwdchst aber fur die Histotechnik ein bedeutender Vorteil. Einerseits
werden zeitraubende Prozeduren und parallel laufende Fixierungen uberfliissig,
anderseits ist es moglich, an Schnitten ein und desselben Blockes auch andere
Fé&rbungen und sogar histochemische Untersuchungen durchzufihren, was
fur sehr viele Fragestellungen von Bedeutung ist.

In der Tafel 4 sind einige Ergebnisse histochemischer Reaktionen an
verschieden fixierten Nierenstiickchen gleicher Herkunft zusammengestellt.
Vergleicht man lediglich die Verteilung PAS-positiven Materials in den Tubuli
contorti I, dann kann man sehen, dass die Ubliche Formol und Formol
Calcium-Fixierung, aber auch das Formol-Sublimat nach Bharadwaj
(Abb. 4a, b, c) dieses in Hauptsache nur im Bereich der Birstenbesétze
erhélt. Nach Formol-Calcium bzw. Formol-Sublimat kommen noch zusdtz-
lich einzelne PAS-positive Kdrnchen im Cytoplasma der Tubuluszellen zur
Darstellung. Nach Zusatz von Rohrzucker zum Formol hingegen enthalten die
Lumina eine homogene Substanz; auch die Biirstenbesdtze geben eine wesen-
tlich stdrkere PAS-Reaktion (Abb. 4e). Mit starker Vergrdsserung ist besonders
gut sichtbar (Abb. 4f), dass die Tubuluszellen reichlich PAS-positive Kdrnchen
enthalten und dass das an der Zelloberflaiche gelegene PJS-positive Material
feine (intra- oder interzelluldre) strichartige Fortsdtze gegen die Zellen hin
aufweist. Dieser Befund gleicht weitgehend Bildern, wie sie in sehr gut erhalte-
nen gefroren-getrockneten Nieren mit der PJS-Reaktion erzielt werden
(Mayersbach 1956). Aber auch die in Tubuluszellen nichtimmer gut zu praeser-
vierbaren Ribonukleotide erscheinen nach Rohrzuckerzusédtzen zu Formol oder



Abb. 1. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Regaud, F&rbung: Haematoxylin-
Eosin. Die Abbildung zeigt deutlich, dass die Farbbarkeit der Gewebe durch die Regaud’sche
Fixierung vermindert ist. Mikrofotografien lassen sich deshalb fast nicht hersteilen und liefern
»flaue« Bilder, b, c: Mitochondrienfdrbung mit Eisenhaematoxylin. Die Mitochondrien er-
scheinen nach Regaud-Fixierung entweder als feine Stdbchen oder Kodrnchenreihen (c)
in den Tubuli contorti I.d: Gleiche Niere nach Helly-Fixierung und Farbung mit Eisen-
haematoxylin. Die Mitochondrien erscheinen als deutliche Stdbchen, e: Osmiumséure-Fixation
nach Champy. Die Mitochondrien der Tubuli contorti | sind in der Uberwiegenden Zahl
abgekugelt, f : Champy-Fixierung. Oberflachlich im Gewebeblock liegende Zellanteile (untere
Bildh&lfte) enthalten stdbchenférmige, tiefer gelegene kugelige Mitochondrien (obere Bild-
héalfte). g: Mitochondrien-Fixierung nach Baker (1957). (Herrmann’sches Gemisch und
Nachosmierung). Mitochondrien kleinkdrnig zerfallen



Abb. 2. Leber einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Regaud-Fixierung. Die Mitochon-
drien sind feinkdrnig oder fein-stdbchenféormig, b: Helly-Fixierung. Ribonukleotidschollen
werden durch Eisenhaemato-ylin stark gefarbt, so dass keine Mitochondrienfarbung mehr
moglich ist. f : Trotz ExtiaKtion der RNS mit HCI bleiben Rihonukleotide im Helly-fix-
ierten Gewebe noch farbbar. lhre verminderte Farbbarkeit erlaubt jedoch schon annadhernd
Mitochondrien darzustellen, ¢: Formol—Sublimat-Fixierung nach Bharadwaj. Starke An-
farbung von Ribonukleotidschollen durch Eisenhaematoxylin. Mitochondrien kdnnen nicht
dargestellt werden, g: Formol-Sublimat, Extraktion der Schnitte 12 Std N—HCI. Durch
Entfernung der RNS werden Mitochondrien darstellbar, welche der Fixierung entsprechend
als grobere Kugeln erscheinen, d, h: Fixierung mit Formol—Calcium-Zuckergemisch, d:
Ohne Extraktion. Durch die gute Ribonukleotiderhaltung und deren starke Mitfarbung kén-
nen Mitochondrien nur in RNS-freien Zellen (Z) dargestellt werden. /> Nach Extraktion
der Ribonukleotide mit N—HCI. Mitochondrien in allen Zellen darstellbar. lhre Form ist
kleinkérnig oder fein-stdbchenférmig, e: Champv-Fixierung. Mitochondrien durchwegs gross-
kugelig, einige enthalten Blaschen (B)



Abb. 3. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Formol-Fixierung. Durch den
verschieden starken RNS-Gehalt erfolgt die Differenzierung der Ribonukleotide ungleich-
massig. Einzelne Zellen bzw. Zellgruppen enthalten noch Farbmassen (M), andere sind zur
Mitochondriendarstellung richtig differenziert und schliesslich gibt es noch Uberdifferenzierte
(U) Tubuli, in denen die Mitochondrien schon fast wieder entfarbt sind, b: Wie a, jedoch
Schnitt extrahiert mit N—HCI. Gleichmassige Anfarbung der Mitochondrien, die stdbchen-
formig sind, c: Gleiche Niere nach Sublimat—Formol-Fixierung (Bharadwaj)und Extraktion
mit N—HCI. Die Differenzierung des Eisenhaematoxylins erfolgt in allen Tubuli gleichmassig.
Die Mitochondrienform ist jedoch durch die Fixierung grobkugelig, d, e, f : Fixierung mit
Formol—Calcium-Zucker, d: Ohne Extraktion. Durch die gute RNS-Erbaltung dieses Ge-
misches sind die Differenzierungsunterschiede stdrker als bei reiner Formol—Calcium-
Fixierung. e: Unvollstdndige, f: Vollstaindige Extraktion der RNS mit N—HCI



Abb. 4. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung. Beispiele histochemischer Reaktio-
nen. a, 6, ¢, e,/: PJS-Reaktion, Haemalaun. a: Formol—Calcium. Nur Bilrstenbesatze und
feineKdrnchen im Cytoplasma erscheinen. Schiff-positiv, b: Formol. Nur Birstenbesatze,
aber fast keine Kdrnchen des Cytoplasmas enthalten PJS-positives Material, ¢c: Formol—
Sublimat. Birstenbesdtze und gelegentlich in einzelnen Tubuli schwach PJS-positiver
Inhalt, e: Formol—Calcium —Zucker. Birstenbesdtze und zahlreiche feine Kdrnchen im
Cytoplasma stark PJS-positiv. Auffdllig gute Erhaltung einer Schiff-positiven Substanz
im Tubulu9-Lumen. f: Wie e, jedoch bei starkerer Vergrésserung. Man sieht deutlich strich-
artige Schiff-positive Fortsdtze aus dem Birstenbesatzbereich in die Tiefe der Zellen
hineinragen, g: Formol—Calcium-Zucker-Fixierung, Darstellung der Ribonukleotidc mit
gepuffertem Methylenblau nach Pischinger. d, h: Darstellung der alkalischen Phosphatase
nach Gomori (B-Glycerophosphat). d: Nativer Gefrierschnitt inkubiert 15 Min. 37 C°.
h: Formol—Calcium Zucker-Fixation. Sehnitt inkubiert bei Zimmertemperatur 5 Min.
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Formol—Calcium als Filamente. Yon besonderem Vorteil ist die Substanzer-
haltung fur histochemische Fermentreaktionen. Aus dem Vergleich der Abb.
4d und 4/i gehteindeutig hervor, dass durch den Rohrzuckerzusatz die Reaktion
far alkalische Phosphatase nach Gomori stdrker ausfallt, als in nativen Gefrier-
schnitten. Dies &ussert sich in wesentlich kirzeren Inkubationszeiten (der
Schnitt der Abb. 4h wurde nur 5 Min bei Zimmertemperatur, der Schnitt der
Abb. 4d hingegen 15 Min bei 37° C inkubiert). Auch die Lokalisation ist viel
schdrfer und die Fermente bleiben selbst an jenen Orten erhalten, die mit
Ublicher technik fermentfrei gefunden werden. Dazu gehdren die feinen basalen
Streifen und Cytoplasmakdrnchen; gleiche Lokalisation der Phosphathase
konnte durch eine sehr entwickelte, histochemisch-elektronenmikroskopische
Technik von Mélbert (1960) in Nierenzellen beobachtet werden. Nach For-
mol—Zucker-Fixation ist sogar in paraffineingebettetem Material die Darstel-
lung von Adenosintriphosphatase (Methode: Padykula — Herrmann, 1956) in
ausreichender Menge mdéglich. Dies muss als besondere Leistung der Substanz-
erhaltung durch den Zuckerzusatz gewertet werden, da sich dieses Ferment
selbst in Gefrierschnitten nicht immer leicht darstellen l&sst und nach Novi-
KOFF (1960) durch Fixation sehr leicht geschddigt wird. Die Formol—Zucker-
Fixation wurde bereits fir Untersuchungen uber das Verhalten verschiedener
Fermente in der Mduseniere nach Alloxangaben (Ergocack und Bucher, 1960)
mit Erfolg angewendet.

M aterial und angewandte Technik

JVLaterial : Leber und Nieren von weissen Ratten; fur Vergleichsuntersucliungen dienten nur
Organe von jeweils einem einzigen Tier.

Fixierungen: Regaud und Champy (nach Romeis 1948); Herrmann’sches Gemisch mit Nach-
osmierung nach Baker (1957); gepufferte Osmiumsdure nach Pallade; Formol—
Sublimat nach Bharadwaj (1959); Neutrales Formol (4%) und Formol—Calcium
nach Baker (1954); Formol und Formol—Calcium mit Rohrzuckerzusatz (0,88 M).
Samtliche Fixierungen wurden bei 4° C durchgefihrt.

Ubliche Paraffineinbettung, Schnittdicken 5—8 fl.

Nukleinsdure—Extraktion: a) nach Bharadwaj:

1% KOH, 1 Std bei Zimmertemperatur,
Mc llvaine und Phosphatpuffer (pH 7, 0,2 M) 2—8 Std bei 37° C.
5% Trichloressigsdure 12 Std. 37° C und
0,1% Ribonuklease.
b) eigene Modifikation:
Perchlorsaure 10% 2—15 Std., 60° C.
Salzsdaure, N—HCI 2—20 Std., 60° C.
Trichloressigsdure 10% 2—10 Std., 90° C. (nicht sehr gut geeignet)
c) eventuell Nachchromierung mit Kaliumbichromat 3% 12—24 Std.
Um Abschwimmen der Schnitte wahrend der Sadurebehandlung zu verhindern, wurden
die Schnitte nach Lipp celloidiniert.

Farbung: Regaud’sches Eisenhaematoxylin nach Romeis; Farbstoff jedoch kinstlich durch

Natriumperjodat-Zugabe gereift (0,1 gr pro 05 gr Haematoxylin).

Beizen der Schnitte in 5% Eisenalaun-Lésung 24 Std. 37° C.
Férben 12 Std. bei Zimmertemperatur.

Differenzieren in 2,5% Eisenalaun.

Alkoholreihe, Kanada-Balsam.
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Zusammenfassung

Es ist fur histologische Untersuchungen von Mitochondrien in Leber und Niere dem
Regaud’schen Fixierungsmittel der Vorzug zu geben. Durch dessen rasche Penetration erfolgt
die Fixierung der Gewebe noch bevor postmortale Verdnderungen der Mitochondrien statt-
finden kdénnen. Die fir das Gelingen einer Osmiumfixierung notwendigen papierdiinnen Ge-
websblocke konnen aus verschiedenen Grinden nicht immer hergestellt werden und
mit nur oberflachlich gelegenen, gut erhaltenen Schichten ist meist nicht gedient. Selbst
in nur 2—3 mm dicken Gewebsblocken treten infolge der langsamen Eindringgeschwin-
digkeit der Osmiumsdure starke postmortale Verdnderungen durch Zerfall und Abku-
gelung der stdbchenformigen Nierenmitochondrien auf, wéhrend diese in der Leber
mit Verquellung und Blasenbildung der Mitochondrien einhergehen.

Das von RharADWAJ angegebene Sublimat—Formol-Gemisch eignet sich nicht sehr
zur naturnahen Erhaltung der Mitochondrien, da es ebenfalls deren Umwandlung in Kugelform
verursacht. Jedoch ist die von Bharadwaj vorgeschlagene Extraktion der Ribonukleinsauren,
welche die Eisenhaematoxilinfarbung stéren, eine hervorragende Methode, um in Formol,
Formol—Calcium und in Formol—Zucker fixierten RNS-reichen Zellen die Darstellung der
Mitochondrien zu ermdglichen. Allerdings sind nur sehr kréftig wirkende Extraktionsmittel
effektvoll, wobei die Extraktionszeit — abh&dngig vom Organ — sehr lang sein muss. Eine
eventuelle Farbbarkeitsabschwécliung der Mitochondrien durch forcierte RNS-Extraktion
kann man durch Nachchromierung der Schnitte wieder rickgdngig machen. Hiermit ergibt
sich die Mdglichkeit, in Schnitten von einen einzigen Gewebeblock sowohl Mitochondrien
darzustellen, als auch Farbungen und bestimmte histochemische Reaktionen durchzufihren,
was zweifellos neben der Zeit- und Arbeitsersparnis sehr winschenswert und fir manche
Vergleichsstudien fast unerldsslich ist.
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MPOB/IEMbl TMCTO/IOMMYECKOIO BbIABAEHUA MWTOXOHAPUIA
X. MAVIEPCBAX
|_|pl/l FTMCTONTIOTNYECKNX nccnefoBaHnAxX MVITOXOH,quIVI B NMe4vyeHn 1 no4ykax ny4yile BCeEro

onpaegblBancs (UKCUpyoLWwwmin pacTeop Pero. Bnarogaps 6bICTPOMY NMPOHMKAHMIO 3TOr0 pacT-
BOpa (hMKcauysl TKaHel NPOUCXOAUT A0 BO3HUKHOBEHMSI MOCMEPTHbLIX M3MEHEHW MUTOXOHAPUIA.
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Heo6xoaMMbIX AN yAauyHO OCMUEBOlM (MKcaumm BecbMa TOHKMWX TKaHEBbIX KYCOUKOB, MO
pasHbIM MNpUYMHAM He BCerga yfaeTcsi MOMY4YUTb U PacnosioXXeHHbIe TOMbKO MOBEPXHOCTHO,
XOpOLLO COXPaHeHHbIe C/ION B GOMBbLUMHCTBE Cly4aeB HeAOCTaTOuUHbIL. [laxke B TKaHEBbIX KycOY-
Kax TOJ/ILLMHOW TONbKO 2—3 MM, BO3HUKAIOT BC/EACTBUE MeA/IEHHOTO NMPOHUKHOBEHWS OCMUEBON
KWUCNOTbI 3HAYNTE/bHbIE MOCMEPTHbIE U3MEHEHUS M3-3a pacnaja WU OKPYrieHUs NaioyKOBUAHbIX
MUTOXOHAPUI NOYKW, B TO BPEMS KaK B MEYEHW 3TU M3MEHEHWSI COMPOBOXAAOTCA HabyxaHuem
n ob6pasoBaHWeM My3bIpbKOB MUTOXOHAPWIA.

MpeanoxeHHaa Bapagsaem CMECb Cy/eMbl C (DOPMa/IMHOM He OYeHb NPUrofHa Ans
COXPaHEeHUS eCTeCTBEHHOW (hOpMbl MUTOXOHAPWIA, TaK KaK OHa TakxXe 06YyC/OBAMBaeT MX Mpe-
BpalleHune B LLapoBuaHyto opmy. OfHaAKO, MPeAoXeHHOe Bapagsaem 3KCTparMpoBaHue pubo-
HYK/IEMHOBbIX KWC/OT, MELLAKLLNX OKPaLUMBAHUIO XKeNe3HbIM FeMaTOKCUINHOM, MpPeAcTaBsieT
NPeBOCXOAHbIN METOA AN BbISIBNEHUS MUTOXOHAPUIA, B (hMKCMPOBaHHbLIX (HOPMaSIMHOM, CMEChIO
(hopmaniMHa n KanbLUusi UM CMecbio hopMasiHa 1 caxapa, 6oraTbix pU60HYKNIEMHOBOM KUCNOTOM
KneTkax. MpaBga, YTo TO/IbKO BECbMa CW/IbHbIE 3KCTPArvMpyoLLve BellecTBa OKasaincb aggek-
TUBHbIMW, MPUYEM BPeMsi 3KCTparMpoBaHUsi — B 3aBMCUMOCTM OT OpraHa — [JO/DKHO ObITb
0YeHb MPOAO/KUTENbHLIM. BO3MOXHOE YMeHbLLEHVE OKPALLIMBAEMOCTN MUTOXOHAPWUIA, BbI3BaH-
Hoe (hOPCUPOBaHHbLIM W3BMEYEHVEM PUBOHYK/IEMHOBOM KMUCMOTbl MOXHO BOCCTAHOBUTb A0MOJI-
HUTeNbHbIM XPOMMPOBaHVEM Cpe30B. Bnarogapsi aToMy NpefocTaB/isieTCs BO3MOXHOCTb Bbisi-
BUTb HE TO/IbKO MUTOXOHAPWUM B Cpe3ax M3 OfHOr0 efVUHCTBEHHOrO TKAHEBOr0 KyCOUKa, HO "
NPOBECTM OKpalUMBaHWA W OMpefefieHHbIe TUCTOMIOTUYECKNE peaKLuKn, YTO HECOMEHHO —
Hapsify C 3KOHOMWE BpeMeHW U TpyAa — SIBMSIETCS BECbMa XXeNaTe/lbHbIM U faXe [AN1S HeKo-
TOPbIX CPaBHUTE/NbHbIX WCCNEA0BAHUA MOYTU HEOBXOAUMbIM.

LE PROBLEME DE LA REPRESENTATION HISTOLOGIQUE DES MITOCHONDRIES
H. MAYERSBACH

Pour I’examen histologique des mitochondries dans le foie et le rein le matériel de
fixation de Regaud et celui de choix. Par sa pénétration rapide la fixation des tissus survient
encore avant que les changements postmortals des mitochondries puissent survenir. Pour
la réussite d’une fixation d’osmium les blocs de tissus doivent étre mince comme du papier,
ce que, pour de différentes raisons ne peut pas toujours étre réalisé, et des couches super-
ficielles bien conservées sont le plus souvent insuffisantes. Méme dans les blocs de tissu d’une
épaisseur de seulement 2—3 mm de forts changements postmortals surviennent, due a la
pénétration lente de I’acide osmique, tandisque par ce fait les mitochondries dans le foie
montrent un engonflement et une formation vésiculeuse.

Le composé sublirnat-formol décrit par Bharadwaj ne se préte pas trop a la conser-
vation fidéle des mitochondries, puisqu’il cause également une transformation globiforme.
Bharadwaj propose également I’extraction des acides ribonucléaires, qui perturbent la colo-
ration ferro-hématoxyline, ce qui est une méthode excellente pour représenter des mito-
chondries dans des cellules riches en ARN fixées dans du formol, formol-calcium et formol-
sucre. Cependant ce ne sont que des matériels d’extraction d’un effet trés vigoureux qui sont
efficaces et la durée de I’extraction-dépendant de I’organe doit étre bien prolongée. Un affaiblis-
sement éventuel de la coloration des mitochondries due a I’extraction forcée de TARN peut-
étre corrigé par la coloration supplémentaire des coupes. Voila donc une possibilit¢é pour
représenter des mitochondries dans les coupes d’un seul bloc de tissu, tout en effectuant aussi
des colorations et certaines réactions histochimiques, — ce qui est sans doute trés désirable
du point de vue d’épargne de temps et de travail. Cet avantage est donc presque indispensable
dans des études comparatives.

Dr. H. Mayersbach, Institut d’Histologie et d’Embryologie, Université
de Lausanne, Suisse
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