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Neue Methoden der liehtmikroskopischen Zytochemie
Ursula Leemann

Einleitung

Die Fluoreszenz spielt heute in der Zytochemie
eine bedeutende Rolle; in den letzten

Jahren hat eine ganze Reihe neuer
Fluoreszenzreagenzien Verbreitung gefunden. Im
folgenden seien deshalb einige Probleme
und Anwendungsmögliehkeiten von
Fluoreszenzreaktionen dargestellt.
Für quantitative Untersuchungen bietet die
Fluoreszenz wesentliche Vorteile: Die inten-
sitätsmessung erlaubt Stoffmengenbestimmungen

an Zellen oder Zellparlikeln ohne
das bei Absorptionsmessungen notwendige
Scanning. Seit Einführung der Durehtlusszy-
tofluoromctrie besteht ein ausgeprägtes
Bedürfnis nach methodisch einfachen
Farbreaktionen. die weder Vor- noch Nachbehandlung

des Zellmaterials erfordern. Abgesehen
von der Zeitersparnis, haben solche Reaktionen

auch in der Mikroskopie ganz allgemein
Vorteile: Sie vermindern die Gefahr, dass
Zellen verloren. Stoffe extrahiert oder Strukturen

verändert werden. Die Fluoreszenz
bietet auch in dieser Beziehung, dank der
hohen Empfindlichkeit, sehr günstige
Voraussetzungen. Erwähnt seien hier beispielsweise

neuere Reaktionen für Amine, speziell
Peptidhormone. mit Fluorescamine (Häkan-
son et al. 1975) und für Sulfhydrile mit
Dansylaziridin (Arndt-Jovin et al. 1976).
Die Fluoreszenz hängt natürlich wie die
Absorption von der molekularen Struktur des
Farbstoffes ab. Bekannt sind seit langem
zum Beispiel metachromatische Farbstoffe
wie etwa das Akridinorange. Die Fluoreszenz

reagiert aber viel empfindlicher auf
geringfügige innermolekulare Verschiebungen.

wie sie zum Beispiel durch Polaritätsänderungen

in Substrat oder Medium
hervorgerufen werden. Verschiedene Substrate
können, trotz mengenrnässig gleicher
Farbstoffbindung. unterschiedliche Quanteneffizienzen

des Farbstoffes zur Folge haben.

Diese Erscheinung ist zunächst für zytofluo-
rometrische Mengenbestimmungen eher
eine unerwünschte Komplikation. Andererseits

sind solche Effekte aber unter Umständen

nutzbar für die Untersuchung von
biologischen Prozessen und Strukturen. Mehrere
Anwendungen dieser Art sind beschrieben
worden, zum Beispiel Potentialmessungen an
Nervenfasern (Ross et al. 1977) und Muskei-
zellen (Oetliker et al. 1975) oder
Membranuntersuchungen (Arndt-Jovin et al. 1976).
Für Routineuntersuchungen sind freilich solche

Messungen noch in keiner Weise verfügbar.

Näher bei der klassischen Zytochemie liegen
Untersuchungen mit DNA-Reagenzien, die
in den letzten Jahren als Bandingfarbstolfe
bekannt geworden sind. Mindestens teilweise
dürften auch hier Quanteneffizienzprobleme
eine Rolle spielen. Eine genaue Erklärung
der den Banden zugrunde liegenden Chro-
mosömenstrukturen ist ja noch immer nicht
möglich, trotz einer Vielzahl von
Untersuchungen. Im folgenden seien nur einige
Probleme und Resultate für das DNA-Farbstoffpaar

DAP1 und Chromomycin respektive
Mithramyein dargestellt.

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

DAPI, ähnlich wie D1PI und Hoechst 33 258.
produziert ein Quinacrin-ähnliches Banden-
muster, während Mithramycin wie das nahe
verwandte Chromomycin ein R-Muster
ergibt (Schnedl et al. 1977a: Schweizer 1976).
Die beiden Farbstoffe können in einer Dop-
pelfärhung verwendet und durch selektive
Anregung gesondert beobachtet werden
(Leemann & Ruch 1978). Im Modell, das
heis'sl an isolierter DNA und Polynukleotiden.

ist die Fluoreszenz dieser Farbstoffe



quantitativ vom Basengehalt der DNA
abhängig (AT bei DAP1, GC bei Mithra- und
Chromomycin). Die Frage ist nun. ob dies
auch bei den Chromosomen der Fall ist.
Weitere Faktoren wie Proteine oder Basensequenzen

dürften die Sache komplizieren,
und es gibt Anhaltspunkte dafür, dass mehrere

Bindungsmechanismen vorliegen (Lee-
mann und Ruch 1978). Ob es sich bei den
Banden um Farbstoffbindungs- oder um
Quanteneffizienzerscheinungen handelt (wie
zum Beispiel beim Proflavin. Rigler 1973), ist
bis heute nicht bekannt.

DNA-Bestimmungen mit DAP1 und
Mithramvein

Beide Farbstoffe können Für DNA-Mengenbestimmungen

an Zellkernen verwendet
werden (Schnedl et ui. 1977b; Johannisson
& Thoreil 1977); eigene Massungen an
Leukozyten und Rattenleberkernen haben dies

bestätigt. Allerdings beziehen sich diese
Resultate auf Objekte mit gleichem oder ähnlichem

Basengehalt. wie zum Beispiel die
verschiedenen Säugerzellen. Sie zeigen, dass die
Färbungen grundsätzlich reproduzierbar
und quantitativ sind, geben aber keine weiteren

Auskünfte über die Frage nach der
Basenabhängigkeit.
Die DNA von verschiedenen niedrigeren
Pflanzen und Tieren weist eine von den

Säugern stark abweichende Basenzusammensetzung

auf; ihre Untersuchung kann
deshalb zur Klärung der offenen Fragen
beitragen. B.Müller (Diss.. F.FH. noch nicht
puhl erhielt an Rattenleberkernen. Seeigel-
spermien und Charaspermien tatsächlich mit
DAP! und Mithramycin Fluoreszenzwerte.
die den verschiedenen Basengehalten recht

gut entsprechen. Messungen bestimmter
menschlicher Chromosomen Hauser. Diss.
ETH, noch nicht publ.) ergaben Resultate,
die ebenfalls auf eine Basenabhängigkeit der
Fluoreszenz schliessen lassen; die
Fluoreszenzwerte verhallen sich bei den beiden
Farbstoffen reziprok abweichend vom
durchschnittlichen DNA-Gehalt der
Chromosomen. (Dies im Gegensatz zu Quinaerin-
mustard, das bedeutend stärkere
Abweichungen ergibt,) Generell dürften diese
Ergebnisse zeigen, dass die Farbstoffe Mithramycin

und DAP1 nicht nur im Modell, son¬

dern auch im Zellkern und an Chromosomen

eine vom Basengehalt abhängige
Fluoreszenz zeigen.
Ob sich freilieh die Chromosomenbanden
ausschliesslich durch den Basengehalt der
DNA erklären lassen oder nicht, kann damit
nicht beantwortet werden. Die Abweichungen

vom durchschnittlichen DNA-Gehalt
sind teiKveise zu gering, um in dieser Beziehung

eine völlig schlüssige 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
möglich, einzelne Banden zu messen. Auch
Scann mg-Mc(h#4en sind zu wenig genau, da

sich dielfanden zu nahe am Auflösungsvermögen

des Mikroskopes bewegen und die

Abgrenzung zu viele Unsicherheiten mit sich

bringt. Immerhin wurde mit den genannten
Arbeiten eine Grundlage geschürten, auf der
aufzubauen ist; Die Untersuchung von
weiterem Material, speziell besonderen menschlichen

Karyotypen, dürfte sich lohnen.

Qualitative Untersuchungen an
Pfianzenchromosomen

Weitergehende Feststellungen lassen sich

nun zumindest qualitativ an pflanzlichen
Chromosomen machen. Bekanntlich weisen
diese wesentlich andere Bandenmuster auf
als die Säugerchromosomen, was mit dem
höheren Konzentrationsgrad erklärt worden
ist (Greilhuber 1977). Bei Anemone blanda
zum Beispiel ergibt DAPI eine Vielzahl.
Mithramycin dagegen nur zwei oder drei
starke Banden (Feemann & Ruch 1978).
Int folgenden seien nun einige Resultate an
Chromosomen von Vicia faba dargestellt.
Untersucht wurden Essigsäure-Quetschpräparate

von Alkohol-Eisessig (3:1) fixierten
Wurzelspitzen. Gefärbt wurde mit DAPI (30
Minuten. 2.1Ü~b in Sörensenpuffer pH 7.0).
oder mit Chromomycin (30 Minuten. 10 4 in
Sörensenpuffer pH 7.0. 0.01 M MgCl,
enthaltend). oder, als Doppelfarbung. 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. I. Vicia faha, Wur-
Zelspitzeii-Que.tscfipräpa-
rat. Chromosomen Nr. 1

(obere), 2 (mittlere) und 6

(untere Reihe). Strich;
10 um. <» Giemsa, nach
Bariumhvdroxytl-Be-
handlung; D: DAPI,
Anregung 3{>5 um; (":
Chromomycin. Anregung
433 gm; IX Doppelfär-
bung.

(Abb, 1) ist ähnliches zu beobachten, wie bei
Anemone blanda: drei starke DAPI-Banden
in der Nähe des Centrum«, die den Gient-
sa-Banden entsprechen, mit korrespondierenden

Dunkelstellen an Chromomycin-ge-
färbten Chromosomen. Bei der DAPl-nega-
tiven sekundären Einschnürung lässt sich
eine Chromomycin-Bunde erkennen. Der
Rest des Chromosoms fluoresziert mit beiden
Farbstoffen mit mittlerer Intensität.
Man kann dies nun durchaus auch mit der
Basenabhängigkeit der Fluoreszenz erklären,
sofern man mehrere Niveaus von Basengehalten

annimmt. Bei genauerem Hinsehen
erweist sich das Bild aber als komplexer. Mit
Chromomycin ist an der sekundären
Einschnürung immer, auch bei schwächer
kontrahierten (d.h. zum Beispiel nicht colchici-
nisierten) Chromosomen eine durchgehende
Struktur zu beobachten (Abb.2a). Um diese
Chromomycin-positive DNA dürfte es sich
bei der Fluoreszenz der isolierten Nukleolen
handeln, wobei offenbar die Banden-bildende

DNA entweder am Nukleolus hängen
bleiben (grosser Pfeil, Abb, 2b oben) oder
weggerissen werden kann (Abb. 2b unten).
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An allen beobachteten Nukleolen waren
zumindest die feineren DNA-Strukturen
erkennbar (kleiner Pfeil). Mit DAP1 dagegen
konnte nie eine Nukleolus-Fluoreszenz
festgestellt werden, obwohl OAPI absolut gesehen

sehr viel stärker (mindestens lOx)
fluoresziert. Entweder enthält also die NOR-
DNA bei Vicia praktisch ausschliesslich GC-
ßasenpaare. oder aber die Fluoreszenz ist
nicht einfach proportional zum Basengehalt.
Ein eindeutiger Schluss lässt sich beim kleinsten

Vicia-Chromossm ziehen (Abb, 1): die
gleichzeitig mit DAPI wie mit Chromomycin
erkennbare Bande kann offensichtlich nicht
mit basenspezifischer Fluoreszenz der
Farbstoffe erklärt werden.
Um abzuklären, ob die Banden ein Farb-
stoffbindungs- oder ein Quanteneffizienzphänomen

sind, wurden Fotografien im
Absorptionsbereich der Farbstoffe gemacht. Die
Absorptionen sind äusserst gering, was für
die Fluoreszenz .sehr günstig ist. aber natürlich

das Fotografieren wie die Interpretation
der Fotos erschwert. Für DAPI wurde 340
und 365 nm, für Chromomycin 435 nnt
gewählt. In keinem Fall konnten Banden beob-
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achtel werden, die auch nur annäherungsweise

mit den Fluoresxenzbanden verglichen
werden könnten. Dies heisst, das» die Banden

durch erhöhte Quantenefftzienz. und
nicht erhöhte Farbstoffbindung zu erklären
sind. Dies schliesst eine Basenabhängigkeit
der Fluoreszenz natürlich nicht aus. lässt
aber bei quantitativen Untersuchungen doch
Vorsicht geboten erscheinen.

Zusammenfassend kann also folgendes
gesagt werden: Das Farbstoffpaar DAPI und
Chromomycin tresp. Mithramycin) lässt sich
annäherungsweise für die zytofluorometri-
sche Bestimmung von DNA-Basengehalten
verwenden. Es ergibt im allgemeinen rezi-

proke Chromosom en-Banden m u st e r, was

auf eine Korrelation von Banden und DNA
unterschiedlichen Basengehaltes hinweist.
Ausnahmen von dieser Regel sowie Absorptions-

und Fluoreszenzmessungen deuten in-

Abb.2. Vicia faba. Wurzelspitzen-Quetschpräparat.
Chromomycin. a; Chromosomen Nr. I. Strich: 10 pm;
b: Nukleoien.

dessen darauf hin, da.ss mehrere Mechanismen

existieren: die Banden sind zumindest
bei pflanzlichen Chromosomen eher Folge
erhöhter Quantenefftzienz als stärkerer
Farbstoffbindung. Eine quantitative Beziehung
zwischen Fluoreszenz und Basengehalt in
den einzelnen Chromosomenbanden darf
deshalb nicht generell angenommen werden.
Eindeutig nicht reziprok färbende
Chromosomenbanden dürften allerdings DNA-men-
genmässig wenig ins Gewicht fallen, weshalb
Sie auch die oben genannte Verwendbarkeit
nicht wesentlich zu beeinträchtigen brauchen.
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