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Neue Methoden der lichtmikroskopischen Zytochemie

Ursula Leemann

Einleitung

Die Fluoreszenz spielt heute in der Zytoche-
mie eine bedeutende Rolle; in den letzten
Jahren hat eine ganze Reihe neuer Fluores-
zenzreagenzien Verbreitung gefunden. Im
folgenden seien deshalb einige Probleme
und Anwendungsmaéglichkeiten von Fluores-
zenzreaktionen dargesteiit.

FFiir quantitative Untersuchungen bietet die
Fluoreszenz wesentliche Vorteile: Die Inten-
sitdtsmessung  erlaubt  Stoffmengenbestim-
mungen an Zellen oder Zellpartikeln ohne
das bei Absorptionsmessungen notwendige
Scanning. Seit Einfiithrung der Durchflusszy-
tofluorometrie besteht ein ausgepriigtes Be-
diirfnis nach methodisch einfachen Farbre-
aktionen, die weder Vor- noch Nachbehand-
lung des Zellmaterials erfordern. Abgesehen
von der Zeitersparnis, haben solche Reaktio-
nen auch in der Mikroskopie ganz allgemein
Vorteile: Sie vermindern die Gefahr, dass
Zellen verloren. Stofle extrahiert oder Struk-

turen verdndert werden. Die Fluoreszenz
bietet auch in dieser Beziehung. dank der

hohen Empfindlichkeit, sehr giinstige Vor-
aussetzungen. Erwidhnt seien hier beispiels-
weise neuere Reaktionen fir Amine, speziell
Peptidhormone, mit Fluorescamine (Hikan-
son et al. 1975) und fur Sulthydrile mit
Dansylaziridin (Arndt-Jovin et al. 1976).

Die Fluoreszenz hingt nattrlich wie die Ab-
sorption von der molekularen Struktur des
Farbstoffes ab. Bekannt sind seit langem
zum Beispiel metachromatische Farbstoffe
wie etwa das Akridinorange. Die Fluores-
zenz reagiert aber viel empfindlicher auf
geringfiigige innermolekulare Verschiebun-
gen, wie sie zum Beispiel durch Polaritdtsan-
derungen in Substrat oder Medium hervor-
gerufen werden. Verschiedene Substrate
kénnen, trotz mengenmissig gleicher Farb-
stoffbindung, unterschiedliche Quanteneffi-
zienzen des Farbstoffes zur Folge haben.
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Diese Erscheinung ist zundchst fir zytofluo-
rometrische  Mengenbestimmungen  cher
¢ine unerwiinschte Komplikation. Anderer-
seits sind solche Effekte aber unter Umstin-
den nutzbar fiir die Untersuchung von biolo-
gischen Prozessen und Strukturen. Mehrere
Anwendungen dieser Art sind beschrieben
worden, zum Beispiel Potentialmessungen an
Nervenfasern (Ross et al. 1977) und Muskel-
zellen (Oethiker et al. 1975y oder Membran-
untersuchungen (Arndt-Jovin et al. 1976).
Fir Routineuntersuchungen sind freilich sol-
che Messungen noch in keiner Weise verfiig-
bar.

Niher ber der klassischen Zytochemie liegen
Untersuchungen mit DNA-Reagenzien. die
in den letzten Jahren als Bandingfarbstoffe
bekannt geworden sind. Mindestens teilweise
diirften auch hier Quanteneflizienzprobleme
eine Rolle spielen. Eine genaue Erklirung
der den Banden zugrunde liegenden Chro-
mosomenstrukturen st ja noch immer nicht
moglich, trotz einer Vielzahl von Untersu-
chungen. Im folgenden seien nur einige Pro-
bleme und Resultate fiir das DNA-Farbstoft-
paar DAPI und Chromomycin respektive
Mithramycin dargestelit.

DNA-Farbstoffe, am Beispiel von DAPI und
Chromomycin, respektive Mithramycin

PDAPIL. dhnlich wie DIPI und Hoechst 33258,
produziert ein Quinacrin-dhnliches Banden-
muster. wihrend Mithramvcein wie das nahe
verwandte Chromomycin ein R-Muster er-
gibt (Schnedl et al. 1977a; Schweizer 1976).
Die beiden Farbstoffe kénnen in einer Dop-
pelfarbung verwendet und durch selektive
Anregung gesondert beobachtet werden
(Leemann & Ruch 1978). Im Modell. das
heisst an isolierter DNA und Polynukleoti-
den, 1st die Fluoreszenz dieser Farbstoffe




quantitativ vom Basengehalt der DNA ab-
hingig (AT bei DAPL, GC bei Mithra- und
Chromomycin). Die Frage ist nun, ob dies
auch bei den Chromosomen der Fall st
Weitere Faktoren wie Proteine oder Basense-
quenzen darften die Sache komplizieren,
und es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass meh-
rere Bindungsmechanismen vorliegen (Lee-
mann und Ruch 1978). Ob es sich bel den
Banden um Farbstoffbindungs- oder um
Quanteneffizienzerscheinungen handelt (wie
zum Beispiel beim Proflavin, Rigler 1973). 1st
bis heute nicht bekannt.

DNA-Bestimmungen mit DAPI und
Mithramycin

Beide Farbstoffe konnen fir DNA-Mengen-
bestimmungen an Zellkernen verwendet
werden (Schnedl et al. 1977b: Johannisson
& Thorell 1977); eigene Massungen an Leu-
kozyten und Rattenleberkernen haben dies
bestitigt. Allerdings beziehen sich diese Re-
sultate auf Objekte mit gleichem oder dhnli-
chem Basengehalt, wie zum Beispiel die ver-
schiedenen Siugerzellen. Sie zeigen, dass die
Farbungen grundsédtzlich reproduzierbar
und guantitativ sind, geben aber keine weite-
ren Auskinfte iber die Frage nach der Ba-
senabhiingigkeil.

Die DNA von verschiedenen niedrigeren
Pflanzen und Tieren weist eine von den
Sdugern stark abweichende Basenzusam-
mensetzung auf; ihre Untersuchung kann
deshalb zur Klirung der offenen Fragen
beitragen. B. Miller (Diss., ETH. noch nicht
publ.) erhielt an Rattenleberkernen, Seeigel-
spermien und Charaspermien tatsdchlich mit
DAPI und Mithramycin Fluoreszenzwerte,
die den verschiedenen Basengehalten recht
gut entsprechen. Messungen bestimmiter
menschlicher Chromosomen (I. Hauser, Diss.
ETH, noch nicht publ.) ergaben Resultate,
die ebenfalls auf eine Basenabhingigkeit der
Fluoreszenz schliessen lassen: die Fluores-
zenzwerte verhalten sich ber den beiden
Farbstoffen reziprok abweichend vom
durchschnittlichen DNA-Gehalt der Chro-
mosomen. (Dies im Gegensatz zu Quinacrin-
mustard, das bedeutend stirkere Abwel-
chungen ergibt.) Generell diirften diese Er-
gebnisse zeigen. dass die Farbstoffe Mithra-
mycin und DAPI nicht nur im Modell, son-

dern auch im Zellkern und an Chromoso-
men eine vom Basengehalt abhiingige Fluo-
reszenz zeigen.

Ob sich freilich die Chromosomenbanden
ausschliesslich durch den Basengehalt der
DNA erkliren lassen oder nicht, kann damit
nicht beantwortet werden. Die Abweichun-
gen vom durchschnittlichen DNA-Gehalt
sind teilweise zu gering, um in dieser Bezie-
hung eine vollig schlissige Interpretation zu
erlauben. Die Chromosomen setzen sich ja
aus Banden und Interbanden zusammen;
eine Kompensation von Stellen mit zu hoher
und solchen mit zu niedriger Fluoreszenz
(gerechnet auf den Basengehalt) ist nicht
auszuschliessen. Leider ist es technisch kaum
moglich, einzelne Banden zu messen. Auch
Scanning-Methoden sind zu wenig genau. da
sich die Banden zu nahe am Auflosungsver-
mogen des Mikroskopes bewegen und die
Abgrenzung zu viele Unsicherheiten mit sich
bringt. Immerhin wurde mit den genannten
Arbeiten eine Grundlage geschaffen, auf der
aufzubauen ist: Die Untersuchung von wei-
terem Material. speziell besonderen mensch-
lichen Karyotypen, diirfte sich lohnen.

Qualitative Untersuchungen an
Pflanzenchromosomen

Weitergehende Feststellungen lassen sich
nun zumindest qualitativ an pflanzlichen
Chromosomen machen. Bekanntlich weisen
diese wesentlich andere Bandenmuster auf
als die Siugerchromosomen, was mit dem
hoheren Konzentrationsgrad erklirt worden
ist (Greithuber 1977). Bei Anemone blanda
zum Beispiel ergibt DAPI eine Vielzahl,
Mithramycin dagegen nur zwei oder drei
starke Banden (Leemann & Ruch 1978).

Im folgenden seien nun einige Resultate an
Chromosomen von Vicia faba dargestellt.
Untersucht wurden Essigsdure-Quetschpri-
parate von Alkohol-Eisessig (3:1) fixierten
Wurzelspitzen. Gefarbt wurde mit DAPI (30
Minuten, 2.107° in Sorensenpuffer pH 7.0).
oder mit Chromomycin (30 Minuten, 107* in
Sorensenpuffer pH 7.0, 0.01 M MgCl, ent-
haltend), oder. als Doppelfirbung, zuerst mit
Chromomycin (30 Minuten), dann mit DAPI
(30 Minuten). Als Einschlussmittel diente ein
Puffer pH 7-Glyzerin-Gemisch 1:1.

Beim grossen Chromosom von Vicia faba
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Abb. 1. Vicia faba, Wur-
zelspitzen-Quetschpripa-
rat. Chromosomen Nr. 1
{obere), 2 (mittlere) und 6
{untere Reihe).  Strich;
10 pm. G- Giemsa, nach
Bartumhydroxyd-Be-
handlung, D: DAPIL, An-
regung 365 nm; C: Chro-
momycin,  Anregung
435 um; DC: Doppelfir-
bung.

(Abb. 1) ist ahnliches zu beobachten, wie bei
Anemone blanda: drei starke DAPI-Banden
in der Nihe des Centromers, die den Giem-
sa-Banden entsprechen, mit korrespondie-
renden Dunkelstellen an Chromomycin-ge-
firbten Chromosomen. Bei der DAPI-nega-
tven sekunddren Einschniirung lisst sich
eine Chromomycin-Bande erkennen. Der
Rest des Chromosoms fluoresziert mit beiden
Farbstoffen mit mittlerer Intensitit.

Man kann dies nun durchaus auch mit der
Basenabhingigkeit der Fluoreszenz erkliren.
sofern man mehrere Niveaus von Basenge-
halten annimmt. Bet genauerem Hinsehen
erweist sich das Bild aber als komplexer. Mit
Chromomycin ist an der sekundiren Ein-
schnitrung immer, auch bei schwicher kon-
trahierten (d.h. zum Beispiel nicht colchici-
nisierten) Chromosomen eine durchgehende
Struktur zu beobachten (Abb.2a). Um diese
Chromomycin-positive DNA diirfte es sich
bet der Fluoreszenz der isolierten Nukleolen
handeln, wobei offenbar die Banden-bilden-
de DNA entweder am Nukleolus hingen
bleiben (grosser Pfeil, Abb.2b oben) oder
weggerissen werden kann (Abb.2b unten).
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An allen beobachteten Nukleolen waren zu-
mindest die feineren DNA-Strukturen er-
kennbar (klemner Pfeil). Mit DAPI dagegen
konnte nie eine Nukleolus-Fluoreszenz fest-
gestellt werden, obwohl DAPI absolut gese-
hen sehr viel starker (mindestens 10x) fluo-

resziert. Entweder enthilt also die NOR-
DNA bei Vicia praktisch ausschliesslich GC-
Basenpaare, oder aber die Fluoreszenz ist
nicht einfach proportional zum Basengehalt.
Ein eindeutiger Schluss ldsst sich beim klein-
sten Vicia-Chromosom ziehen (Abb. 1): die
gleichzertig mit DAPI wie mit Chromomycin
erkennbare Bande kann offensichtlich nicht
mit basenspezifischer Fluoreszenz der Farb-
stoffe erklart werden.

Um abzukldren, ob die Banden ein Farb-
stoftbindungs- oder ein Quanteneffizienz-
phinomen sind, wurden Fotografien im Ab-
sorptionsbereich der Farbstoffe gemacht. Die
Absorptionen sind dusserst gering, was fir
die Fluoreszenz sehr giinstig ist. aber natiir-
lich das Fotografieren wie die Interpretation
der Fotos erschwert. Fir DAPI wurde 340
und 365nm, fir Chromomycin 435nm ge-
wiihlt. In keinem Fall konnten Banden beob-




achtet werden. die auch nur anniherungs-
weise mit den Fluoreszenzbanden verglichen
werden konnten. Dies heisst. dass die Ban-
den durch erhohte Quanteneffizienz und
nicht erhodhte Farbstoftbindung zu erkldren
sind. Dies schliesst eine Basenabhidngigkeit
der Fluoreszenz natirlich nicht aus, ldsst
aber bel quantitativen Untersuchungen doch
Vorsicht geboten erscheinen.

Zusammenfassend kann also folgendes ge-
sagt werden: Das Farbstoffpaar DAPI und
Chromomycin (resp. Mithramycin) lisst sich
annidherungsweise fur die zytofluorometri-
sche Bestimmung von DNA-Basengehalten
verwenden. Es ergibt im allgemeinen rezi-
proke Chromosomen-Bandenmuster, was
auf eine Korrelation von Banden und DNA
unterschiedlichen Basengehaltes hinweist.
Ausnahmen von dieser Regel sowie Absorp-
tions- und Fluoreszenzmessungen deuten in-

w

Abb. 2. Vicia faba, Wurzelspitzen-Quetschpriparat,
Chromomycin. a: Chromosomen Nr. ), Strich: 10 um;
b: Nukleolen.

dessen darauf hin, dass mchrere Mechanis-
men existieren: die Banden sind zumindest
bei pflanzlichen Chromosomen eher Folge
erhohter Quanteneffizienz als stirkerer Farb-
stoffbindung. Eine quantitative Bezichung
zwischen Fluoreszenz und Basengehalt in
den ecinzelnen Chromosomenbanden darf
deshalb nicht generell angenommen werden.
Eindeutig nicht reziprok farbende Chromo-
somenbanden dirften allerdings DNA-men-
genmiissig wenig ins Gewicht fallen, weshalb
siec auch die oben genannte Verwendbarkeit
nicht wesentlich zu beeintrachtigen brau-
chen.
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