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Die b e s c h r i e b e n e n  V e r s u c h e  w u r d e n  m i t  d e m  Ziele 
durchgef i ih r t ,  m i t t e l s  der  v i t a l en  Gef r ie r schn i t t e  das  
R e p e r t o i r  der  M6gl ichke i ten  zum  I n - v i t r o - S t u d i u m  
mensch l i che r  T u m o r e n  zu erwei tern.  Dar i ibe r  h i n a u s  
me inen  wir, dass  die Me thode  even tue l l  auch  a l lgemein  
biologisch in fo lgenden  R i c h t u n g e n  nf i tz l ich werden  
k 6 n n t e :  1. Es  k 6 n n t e  ganz generel l  m6gl ich  werden,  
v i t a l e  Gewebe e x a k t  h is to logisch  zu un t e r suchen .  Das  
gef~rbte  h i s to log ische  P r~pa ra t ,  das  in j e d e m  Fal le  eine 
M o m e n t a u f n a h m e  dars te l l t ,  wiirde so d u r c h  die Be t r ach -  
t u n g  der  D y n a m i k  des l ebenden  Gewebes  erg~inzt werden  
k6nnen .  2. Vi ta le  Gef r i e r schn i t t e  k 6 n n t e n  als S t a r t e r  fiir 
o rgano typ i s che  G e w e b e k u l t u r e n  v e r w e n d e t  werden.  3. Die 
Me thode  k 6 n n t e  aus re i chend  dt inne,  def in ier te  Gewebe-  
s chn i t t e  fiir b iochemische ,  au t o r ad i og r aph i s che  und  Xhn- 
l iche U n t e r s u c h u n g e n  l iefernL 

Summary. The  p a p e r  descr ibes  some e x p e r i m e n t s  
des igned to develop a new m e t h o d  for in v i t ro  s tudies  of 
h u m a n  tumours .  Af te r  h a v i n g  frozen t he  t i ssue  carefully,  
m a i n t a i n i n g  its v i t a l i ty ,  we cu t  l iv ing  t issue slides of 
20-30 ~ th ickness .  Such  slides m a y  poss ibly  be a tool  
for v i t a l  his tology,  a s t a r t e r  for o rgano typ i c  t issue cu l tu re  
and  a def ined t issue spec imen  for b iochemical ,  au to rad io -  
g raph ica l  and  s imi lar  s tudies .  
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Analyt isch-chemische Bes t immung nichtradioaktiver Stoffe mit e inem Fli iss ig-Szinti l lat ionsspek- 
trometer durch Radiolumineszenz und Absorptionsphotometrie  im (~erenkov-Licht 

Die h e u t z u t a g e  kommerz ie l l  erh~Utlichen Flt issig-Szin-  
t i l l a t ionsz~hle r  s te l len m i t  ih ren  zwei Pho t om u l t i p l i e r -  
r 6 h r e n  in K o i n z i d e n z s c h a l t u n g  und  den  zugehSr igen  Ver-  
s t / i rker-  und  I m p u l s h 6 h e n a n a l y s a t o r e n  ein be t r / ich t l iches  
i n s t r u m e n t a l e s  P o t e n t i a l  dar.  Desha lb  l iegt  es nahe,  diese 
Appara t e ,  die speziell  ffir die B e s t i m m u n g  der  R a d i o t r a c e r  
geschaffen  wurden ,  auch  fiir anderwei t ige  Messungen  ein- 
zuse tzen  1. Es  sollen h ier  drei  T e c h n i k e n  kurz  e r6 r t e r t  
werden,  die es e r lauben ,  e inen  Flt issig-Szint i l lat ionsz~thler  
ohne  jede ~ n d e r u n g  fiir die chemische  B e s t i m m u n g  n ich t -  
r a d i o a k t i v e r  Stoffe zu ve rwenden .  

Die ers te  Techn ik  b e r u h t  auf  der  Messung der  Lumi-  
neszenz, die eine r a d i o a k t i v e  Quelle in der  zu un te r -  
suchenden  L6sung  he r vo r r u f t .  Die yon  uns  v e r w e n d e t e  
Quelle b e s t e h t  aus  e inem d i innen  e lek t ro ly t i schen  Belag  
yon  P l u t o n i u m - 2 3 9  auf  e inem P l a t i n b l e c h  von  11 • 9 mm,  
welches du rch  e inen Stiel  am Deckel  e iner  gewShnl ichen  
Messflasche be ies t ig t  is t  und  s enk rech t  ax ia l  in die 1,6sung 
zu t a u c h e n  k o m m t .  Die E ln i s s ions ra te  betr/~gt 2 • 104 dps. 
Es wurde  ein e - S t r a h l e r  eingesetzt ,  u m  die E r z e u g u n g  
yon  ~ e r e n k o v - S t r a h l u n g ,  die die Messergebnisse  un-  
i ibers icht l ich  g e m a c h t  h~ttte, zu ve rmeiden .  Indes sen  
zeigte sich ein weicher  f l -St rahler  (~H als t r i t i m n i n d i -  
z ier ter  Toluol) ebenso b r a u c h b a r .  Zah l re iche  o rgan i sche  
Stoffe sind r a d i o l u m i n e s z e n t  und k 6 n n e n  d a d u r c h  in 
einer  L6sung,  die diese E igenscha f t  sons t  n i ch t  aufweis t ,  
q u a n t i t a t i v  b e s t i m m t  werden.  So lassen sich z.B.  Bruch -  
teile eines P r o z e n t s  Benzol  oder  Toluol  in Cyc lohexan  
mi t  e iner  r e l a t iven  G enau i gke i t  von  besser  als 1% mfihelos 
bes t immen .  U m g e k e h r t  k 6 n n e n  Stoffe, die in e iner  radio-  
f luoresz ierenden L 6 s u n g  eine chemische  L 6s chw i rkung  
aufweisen,  d u r c h  die Messung des L6schungsg rades  eben-  
falls q u a n t i t a t i v  ana lys i e r t  werden.  So lassen sich einige 
Z e h n t e l p r o z e n t e  Cyc lohexen  in Toluol  oder  Benzol  m i t  
der  gle ichen Pr/ izision b e s t i m m e n .  Der  Messbere ich  
e r s t r eck t  s ich von  0 - 1 0 0 %  der  g e n a n n t e n  K o m p o n e n t e n .  
Die Me thode  is t  besonders  empf ind l i ch  fiir s t a rke  L6sch-  
agenzien  ; B iace ty l  und  A c e t o p h e n o n  kSnnen  z. B. im 10 -4- 
b i s -10-a-mg-Bere ich  e inwandf re i  q u a n t i t a t i v  e r m i t t e l t  
werden.  I s t  ke iner  der  Stoffe des zu ana ly s i e r enden  
Sys tems  rad io lumineszen t ,  so wird  das  be t r e f f ende  Ana-  
lysengu t  m i t  e iner  f luoresz ierenden L6sung  ve rmisch t .  
Auf  diese Weise  l~sst  s ich ein Cyc lohexen-Cyc lohexan-  
Gemisch  in Toluol  ana lys ie ren .  Desgle ichen k a n n  der  

"vVassergehalt v o m  ~ t h y l a l k o h o l  zwischen 0 und  5% Was-  
ser d u r c h  Messung e iner  100-rag-Probe  in 20 ml  e iner  
L6sung,  b e s t e h e n d  aus  19 ml  Toluol  + 0,2 ml  D ioxan  + 
1 ml  P P O / P O P O P  Szin t i l la tor l6sung,  auf  0,1% genau  
e r m i t t e l t  werden.  Die Me thode  is t  n i c h t  spezifisch und  
e ignet  s ich vor  a l lem fiir die q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  
einer  gegebenen  K o m p o n e n t e  in e iner  Mischung  v o n  be- 
k a n n t e r  q u a l i t a t i v e r  Z u s a m m e n s e t z u n g .  Die E m p f i n d -  
l ichkei t  k a n n  u m  e inen  F a k t o r  20-50 noch  e r h 6 h t  wer- 
den, wenn  m a n  die h e r k 6 m m l i c h e n  Sz in t i l l a t ionsmess-  
f laschen du rch  K i i v e t t e n  yon  0,4-1 ml  I n h a l t  ersetzt .  

Die zweite  Techn ik  s te l l t  eine V a r i a n t e  der  Absorp t ions -  
p h o t o m e t r i e  dar.  Als L ich tque l l e  d i e n t  ein dickes  Kapi l -  
l a r roh r  aus  Quarz,  das  am Deckel  e iner  gew6hnl i chen  
Messflasche axia l  befes t ig t  ist. Das  v e r w e n d e t e  ~e renkov-  
L ich t  wird im Quarz  d u r c h  die h a r t e  f l -S t rah lung  eines im 
K a p i l l a r r a u m  e ingeschlossenen  r a d i o a k t i v e n  P r ~ p a r a t e s  
erzeugt .  Wi r  h a b e n  e twa  100 tzc 9~ z u s a m m e n  m i t  d e m  
im r a d i o a k t i v e n  Gle ichgewicht  b e f i n d e n d e n  90y eingesetzt .  
Das  S p e k t r u m  des e m i t t i e r t e n  IAchtes  r e i ch t  v o m  I R  bis 
zum UV, m i t  e iner  gleichmiissig w a c h s e n d e n  Ver te i lungs-  
d i ch t e  in R i c h t u n g  der  a b n e h m e n d e n  Wellenl / tngen.  Der  
n i i tz l iche  Bere ich  ist  im wesen t l i chen  d u r c h  die Durchl/ is-  
s igkei t  der  sich im op t i schen  Wege  b e f i n d e n d e n  Ger~te-  
w~inde sowie d u r c h  die spek t ra le  E m p f i n d l i c h k e i t  der  
P h o t o n m l t i p l i e r r 6 h r e n  b e s t i m m t .  Bei  V e r w e n d u n g  einer  
gent igend s t a r k e n  Quelle is t  es m6gl ich,  d u r c h  E in legen  
eines Lich t f i l t e rs  zwischenQuel le  und  LSsung  e inen  engeren  
Spek t r a lbe re i ch  auszusondern .  E ine  B e s t i m m u n g  geh t  d er- 
a r t  vo r  sich, dass  die Zgh l ra t e  m i t  d e m  gew~thlten L6sungs-  
mi t t e l  a l lein und  s o d a n n  in A n w e s e n h e i t  des be t r e f f enden  
Stoffes gemessen  wird, worauf  die K o n z e n t r a t i o n  des letz- 
t e ren  a n h a n d  e iner  f r i iher  aufges te l l t en  E i c h k u r v e  e r m i t t e l t  
wird. Die Me thode  is t  empf ind l i ch  und  genau  und  zeich- 
ne t  sich aus  d u r c h  e inen  aus se ro rden t l i ch  a u s g e d e h n t e n  

Dies wurde schon gemacht, siehe zum Beispiel die Mitteihmg von 
S. AI)DANKI, J. F. SOTOS und PH. D. REARICK in Anal. Biochem. 
14, 261 (1966). Indessen wurde bisher lediglich tiber die Verfol- 
gung chemilumincszierender Prozesse berichtet, wozu die Szintil- 
lationsztihler wenig geeignet sind, da in jenem Falle einzelne 
Photonen statt Szintillationen emittiert werden. 
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Messbereich. N a t r i u m c h r o m a t  litsst sich z.B. in Wasser  
zwischen i t~g/ml und 50 mg /ml  mi t  einer mi t t l e ren  Ge- 
nauigkei t  yon  0 ,5-2% bes t immen.  

]3ei der d r i t t en  Technik  wird als Lichtquel le  ein fluo- 
reszierender Stoff verwendet ,  der  durch die ~- oder  
f l -Strahlung eines r ad ioak t iven  PrAparates angeregt  wird. 
Die Messanordnung ist ganz analog derjenigen, die bei 
der zwei ten Methode ve rwende t  wird. Durch  die W a h l  
des Szint i l lators  kann das Spek t rum des emi t t i e r t en  
Lichtes  dem Absorp t ionsspek t rum des zu bes t immenden  
Stoffes angepasst  werden. So kann z. ]3. das Chromat - Ion  
im 10-~-mg-]3ereich im Diphenyloxazol -Fluoreszenzl icht  
analysier t  werden,  wghrenddem fiir das Pe rmangana t - Ion  
das Fluoreszenzl icht  des Zinksulfids gut  geeignet  ist  und 
eine genaue ]3est immung im 10-~-mg-]3ereich erm6glicht .  
Da  bei einer Ver tauschung  der Quellen eine scharfe )knde- 
rung der  respekt iven  Ext inkt ionskoeff iz ien ten  beider  
Kornponenten  auf t r i t t ,  wird die prinzipielle M6glichkeit  
der  gleichzeit igen Bes t immung  dieser Stoffe in e inem 
Gemisch gegeben. 

E ine  wesentl iche Eigent i im! ichkei t  der drei  beschrie- 
benen Techniken  gegeniiber den herk6mmlichen  Metho-  
den, yon  denen sie abgelei te t  sind, bes teht  darin, dass 
die Pho tonen  nicht  in e inem gleichmAssigen, kont inuier-  
l ichen Fluss auf t re ten,  sondern stossart ig als Szintil la- 
t ionen emi t t i e r t  werden. Es  ergibt  sich daraus die M6g- 
lichkeit,  die Vorziige der Koinzidenzmessungen und der  
Impulsh6henspek t romet r i e  auszunutzen.  Insbesondere  

er laubt  letztere,  eine W a h l  zwischen der  Nachweis-  
empfindl ichkei t  und der  Ausdehnung  des Messbereiches 
zu treffen, und ges t a t t e t  ausserdem, den Verlauf der 
E i chku rven  giinstig zu beeinflussen. Alle drei  Techniken  
liefern Impulse,  die im gleichen Ampl i tudenbere ich  wie 
bei der Messung eines weichen bis sehr weichen f l-s trahlers  
in einer he rk6mmlichen  Szint i l la tor l6sung liegen. 

In  methodologischer  Hins ich t  handel t  es sich bei allen 
drei  Techniken  u m  radioszint imetr ische Methoden.  Die 
erste be ruh t  auf der Messung der  chemischen Fluoreszenz- 
16schung in L6sung. Die zweite kann  als Absorpt ions-  
pho tomet r ie  in ~erenkov-Licht ,  die dr i t t e  als Absorpt ions ,  
pho tomet r i e  in Radiof luoreszenzl icht  bezeichnet  werden. 

Summary. Three  techniques  are described which allow 
a quan t i t a t i ve  chemical  de te rmina t ion  of non-radioac t ive  
substances by  the  means  of a l iquid scint i l lat ion counter.  
The  first  me thod  is based on the  chemical  quenching  of 
a radio luminescent  solut ion th rough  the  substance tha t  
is to be determined.  The  second method  m a y  be described 
as absorpt ion p h o t o m e t r y  in ~erenkov- l igh t  and the  third 
one as absorpt ion p h o t o m e t r y  in radiofluorescence light. 

P. JORDAN und P. K6BERLE 

Organisch-chemisches Laboratorium, 
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Ziirich (Schweiz), 31. Oktober 1968. 

Delaf ie ld ' s  H e m a t o x y l i n  - Fas t  Green  M i x t u r e  for B u l k  S ta in ing  of P lant  Mater ia l s  

Staining p lan t  mater ia ls  before they  are embedded  in 
paraff in for mic ro tome  sectioning has the  advan tage  of 
skipping t h e  tedious procedure  of hydrat ion,  s ta ining 
and dehydra t ion  th rough  graded series of alcohol  1. Fo r  
counterstaining,  the  mater ia l  can be first s ta ined wi th  a 
nuclear  stain, dehydra ted ,  embedded,  sectioned and the  
sections la ter  counters ta ined wi th  the  desired cytoplasmic  
stain dissolved e i ther  in alcohol S or clove oil 3 ( thereby 
avoiding alcohol  total ly) .  Double  staining of p l an t  mate-  
rials in bulk  before paraff in  embedding  to achieve dif- 
ferent ia t ion  in 2 colours is also possible 4. A t t e m p t s  have  
been made  to  use a mix tu re  of Delafield 's  hema toxy l in  
and fast  green - a nuclear  and a cytoplasmic  stain - to 
see if specific s taining is possible in bulk and the  results 
are presented  here. 

Staining procedure. (1) F ixed  m a t e r i a l ;  s tain wi th  
Delafield 's  hema toxy l in  (ready-to-use solution, ]3ritish 
Drug  House) 1 par t  and 0.5% aqueous solut ion of fast  
green, 1 pa r t  for 2-4 h. (2) Carry dehydra t ion  th rough  
graded series of ethanol.  (3) Per form paraff in  infi l t rat ion,  
embedding,  cu t t ing  and a t t ach ing  to slides as usual. 
(4) Wash  wi th  xylene  to r emove  paraff in  and m o u n t  in 
balsam. 

U n w a n t e d  accessory par ts  of the  mater ia l  should be 
r emoved  before processing. Soft  mater ia ls  s tain earlier 
t han  harder  ones, and hence the  length t ime  in the  stain 
mix ture  in the  specific case mus t  be decided by  trial.  
Delafield 's  hema toxy l in  does no t  overstain,  and if the  

fast green does so, or if i t  masks the  nuclei, i t  can easily 
be r emoved  while the  mater ia l  is dehydra ted  in the  second 
step of the  procedure ;  fast  green comes off whi le  Dela- 
field's hema toxy l in  does not. The  propor t ion  of Delafield 's  
hema toxy l in  to fast  green in the  staining mix tu re  m a y  be 
changed to suit  the  type  of p lan t  mater ia l  and for ob- 
ta ining a balanced different ia t ion in 2 colours. Delafield 's  
hema toxy l in  stains nuclei  while the  fast  green stains 
cy top lasm and cell walls. Di lute  stains for longer t ime  
yield well-s tained prepara t ions  5. 

Zusammen/assung. Die M6glichkeit  einer Doppelfitr- 
bung (Plasma-Kern)  von  pf lanzl ichem Material  in toto 
v o r  dem E i n b e t t e n  in Paraff in  wird beschrieben. Mit  
dieser Methode wird die mehrmal ige  W~sserung und Ent -  
wAsserung vermieden.  

A. ]3. SAPRE 

Maharashtra Association [or the Cultivation o/ Science, 
Poona-4 (India), 18 October 7968. 

1 A. ]3. SAPRE, Experientia 25, 311 (1968). 
R. J. TOLBERT, Stain Technol. 37, 165 (1962). 

3 A. ]3. SAPRE, New Phytol., in press. 
4 A. B. SAPRE, Stain Technol. 43, 75 (1968). 

I am grateful to Dr. G. B. DEODIKAR, Director, M.A.C.S., for 
facilities and interest. 


