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«Гематоксилин Harris», что Harris описал на самом деле и механизм гемалаумных окрасок.

Резюме
В современных руководствах окраска гематоксилином Harris включает дифференцировку в кислом спирте и последующее подсинивание срезов. Однако, Harris (1900) не упоминал о дифференцировке, но настоятельно рекомендовал прогрессивную окраску с подкисленным или разведенным раствором с его прописью или с кислым гемалауном Mayer. Обзор химии гематоксилина и гемалаумных окрасок показывает, что неокисленный гематоксилин связывается компонентами тканей. Окисление гематоксилина дает анион гематеина, который не содержит хиноидного кольца. Два иона гематеина связывают катион Al+++, формируя хелат. Гемалаун связывается тканями через водородные и координационные связи. Краситель связывается ядрами главным образом неионными связями. Протоны кислоты добавляются в раствор гемалауна или используются для дифференцировки и конкурируют с металлами за участки связывания. Если соответствующее количество кислоты добавляется в раствор гемалауна, ядра окрашиваются избирательно. Подкисленные растворы гемалауна требуют только 2 этапа, окраску и промывку, и дают вполне воспроизводимые результаты, даже в руках учеников (J. Histotechnol. 10:257, 1987).
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Введение
В большинстве руководств по гистотехнологии описание окраски гематоксилином Harris включает дифференцировку в кислом спирте и последующее подсинивание в щелочных растворах (1,2,3). Добавление уксусной кислоты в раствор гемалауна усиливает четкость ядерной окраски (4,5). Хотя Harris не упоминал о дифференцировке, он настоятельно рекомендует прогрессивную окраску (6). Следовательно, кажется интересным провести обзор работы Harris и последних гистохимических данных о механизме гемалаумных окрасок.

Терминология
Гемалаун Harris и подобные окраски часто относят к гематоксилинам. Этот термин ошибочен. Гематоксилин – это неокисленный, почти бесцветный краситель. Он с готовностью реагирует с различными компонентами тканей, но не наделяет их цветом. Гематеин, продукт окисления гематоксилина образует хелат с алюминием, называемый гемалауном – это комплекс синего цвета. Гемалаун теперь реагирует с ядрами, и, в зависимости от состава красящего раствора окрашивает другие тканевые структуры в синий цвет.
Обзор статьи Harris (6).

Во избежание длительного естественного «созревания» гематоксилиновых растворов Harris искал подходящий окислитель и выбрал окись ртути. Состав оригинального гемалауна Harris идентичен прописям, приводимым в современной литературе. Harris согласился с замечанием Mayer, что раствор очень сильный, и заявил, что «… почти всегда работал очень разведенным… Пропорция квасцов в растворе может быть увеличена до любого желаемого количества, но возможно, лучше не использовать больше 2000 мл; относительное содержание воды и квасцов должно оставаться верным, даже при использовании большого количества… Возможно, что лучшие результаты наблюдались при достаточно сильном разбавлении раствора в дистиллированной воде или квасцовом растворе, придавая им темно-фиолетовый цвет. Именование этого раствора гемалауном выглядело не лучше, так как он был изменен после и был вобщем идентичен гемалауну Mayer.
Согласно Harris, «Одним из всех лучших гематеиновых окрасок является кислый Гемалаун Mayer … Мой раствор, который аналогичен ему, приготовляется простой добавкой 4% ледяной или 8% обычной уксусной кислоты в раствор, который только что был описан. … Эта краска может использоваться неразведенной, или даже лучше, когда она работает дольше, если малое количество раствора может быть добавлено в чистую воду или раствор квасцов. Для общих целей я не сообщаю о ядерных окрасках, как и об очень разведенных растворах этой краски, или кислом гемалауне Майера в насыщенном растворе квасцов в воде».
Понятно, Harris рекомендует прогрессивную окраску с разведенным или подкисленным раствором гемалауна; он не требует дифференцировки. Токсическую окись ртути можно заменить иодатом натрия (0,2 г/г гематоксилина). Harris также считает гемалаун Mayer очень четким. Прописи Harris и Mayer отличаются по концентрации гематоксилина и аммонийных или калийных квасцов. В красителе Mayer используется 0,1% гематоксилин в 5% растворе квасцов. Формула Harris предписывает использование 0,5% гематоксилина в 10% растворе квасцов. Таким образом, разведенная формула Harris, как он рекомендует, дает раствор, похожий на гемалаун Mayer.
В этой лаборатории 28 лет используется только гемалаун Mayer. Реакция требует только 2 этапа: окраска и промывка срезов. Так как время промывки после 5 минут не критично, этот этап может быть просто вставлен в лабораторное расписание; срезы могут быть просто оставлены в проточной воде до 1 часа. Подкисленный или разбавленный гемалаун Harris должны быть одинаково практичны. Исключение хлоралгидрата, контролируемого вещества из кислого гемалауна Mayer не должно заметно повреждать красящие свойства и полезную жизнь раствора. Неразведенная пропись Harris должна быть предпочтительна для неподдающихся окраске тканей, таких как декальцинированная кость, ядра которых подвержены сильным химическим повреждениям.

Механизм гематоксилиновых и гемалаумных окрасок.

Химия связывания гематоксилина тканями, окисление гематоксилина до гематеина, образование хелата с металлами и реакции гематеин-металлических хелатов с тканями уже детально обсуждались, и поэтому будет сделан только обзор (7).
Связывание гематоксилина: Согласно некоторым авторам гематоксилин не является красителем и имеет минимальное сродство к тканям, или же не имеет его вообще (2,5,8). Однако, связывание гематоксилина различными текстильными изделиями (тканями) было хорошо известно профессиональным красильщикам в 19 веке; пряжи или материю красили гематоксилином и после обрабатывали солями металлов (9,10). В 1885 Heidenhain ввел этот двухэтапный метод в гистотехнологию; ткани красили гематоксилином и затем обрабатывали бихроматом (11). Lillie описал реакции различных тканевых структур с гематоксилином и потом обработанных фосфорновольфрамовой кислотой, окрашенные образцы на самом деле отличались от их дополнительных срезов, окрашенных по традиционной процедуре с фосфорновольфрамовой кислотой РТАН (13). Химические изучения Archid с соавторами и Dunkel показали формирование водородной связи в четырех фенольных группах –ОН гематоксилина в соответствующих группах ОН гематоксилина в соответствующих участках связывания с субстратами (Рис. 1) (14,15).

В противовес многим другим группам, фенольные группы –ОН с готовностью формируют водородные связи с водой или с водными смесями растворителей (16). Очевидно, что подкисленный гематоксилин должен реагировать с тканями.

Окисление гематоксилина до гематеина: Во время окисления до гематеина два водорода удаляются из гематоксилина, один из центрального атома углерода (Pис. 1). Обычно, гематеин показывается как положительно заряженная хиноидная структура. Хиноидная формула была предложена Perkin и Everest около 70 лет назад, хотя она представляет собой комплекс гематеина и монокалиевой соли (17). Marshall и Horobin описали реакцию гематеина с «ацидофильными» структурами тканей; он ведет себя подобно анионному красителю (18). Эти находки не могут согласовываться с нейтральной хиноидной формулой. Хотя химики никогда не показывают хиноидные кольца в красителях и отвергали хиноидную теорию десятилетия назад (19-21).
Удаление протона водорода из фенольной –ОН группы производит отрицательно заряженную группу –О-, то есть фенолят-ион (Рис. 1). Этот отрицательно заряженный гематеин с готовностью объясняет формирование монокалиевых солей и взаимодействие с катионными участками тканей (17,18). Потеря водорода из центрального атома углерода показана точкой в координатно ненасыщенном атоме углерода (Рис. 1). Как было показано Kratzert и Peichert гематеин похож на трифенилметановые красители, кроме того третья валентность занята алифатической группой (22). В бесцветном гематоксилине все 4 валентности заняты; они аналогичны лейко парарозанилину (лейкофуксину). Удаление водорода из центрального атома углерода дает возможность переноса π-электронов с кольца на кольцо; соответственно, парарозанилин становится окрашенным в глубоко красным параозанилином (23). По тому же самому механизму почти бесцветный гематоксилин становится коричневым гематеином.
Между прочим, отрицательно заряженный анион гематеина является не «кислым» красителем, а донором электронов по Bronsted-Lowry, и по Lewis анионным основанием. Положительно заряженный Al3+ является не основанием, а электроноакцепторной катионной кислотой Lewis. Подразделение на «кислые » и «основные» красители в биологической окраске химически неверно (24).
Образование гемалауна: Al3+ имеет координационное число 6; он может снабдить шестью электронными парами лиганды на их незанятых областях. При растворении квасцов в воде, Al3+ формирует гексаквакомплекс [Al(H2O)6]3+; каждая молекула воды окружается парой электронов атома кислорода и металла; образуется координационная связь. Подобные комплексы получаются с метанолом и этанолом. Алкоголь намного проще размещается среди металла и воды, и поэтому предпочтительнее формирование хелата с красителем (25).
Реакции с орто-дигидроксибензолами (катехолами и подобными соединениями) с металлами были изучены Bailar и Bush, Harris и Livingstone и Martell (26-28). Гематоксилин и гематеин относятся к этой группе. Во время реакции металлов с гематеином ион водорода из ОН-группы, находящейся в орто-положении удаляется; получается О-группа и гематеин приобретает второй отрицательный заряд. Две О-группы располагаются между двух молекул гексаквакомплекса и делятся парой электронов с Al3+ (Рис. 2). Другие электроны (доноры) показаны как атом кислорода с двумя неподленными парами электронов. Реакция может быть определена так:
Hem- + [Al(H2O)6]3+ → [Al(hem)(H2O)4]+ + 2H2O;
Два отрицательных заряда гематеина нейтрализуют 2 положительных трехвалентных катиона Al. Этот хелат гематеин:металл 1:1 красного цвета. Химические изучения Martell показали, что такие комплексы с металлом не содержат дважды связанного кислорода; в них нет хиноидного кольца (28).

Хелат гематеин:металл 1:1 быстро реагирует со вторым ионом гематеина, который находится между двумя молекулами комплекса и отдает электронную пару от каждой О-группы для образования координационной связи с металлом (Рис. 2), то есть
[Al(hem)(H2O)4]+ + hem2- → [Al(hem)(H2O)2]- + 2H2O
Этот хелат гематеина 2:1 окрашен в синий цвет и имеет отрицательный заряд (29). Другими словами, это анионный краситель. Это сбивающая с толку гипотеза, что хелат металл:гематеин – это катионный («основной») краситель, которая была основана на его сродстве к окрашиванию ядер (30). Расширенные химические изучения показали, что отрицательно заряженный хелат 1:2 трехвалентного металла и дигидрокрасителя с недостатком анионных групп (31-33).
Fe3+, как и хлорное железо или квасцы и Cr3+ формируют подобные хелаты с гематеином. Однако, это перемещение металлов удерживает их лиганды прочнее, чем Al3+. Более того, Fe3+ и Cr3+ могут удалять протоны из гематоксилина, перед окислением гематоксилина в гематеин это необязательно.

Изменение цвета в хелатах гематеин:металл 1:1 и 2:1: Изменение коричневого цвета гематеина на красный в 1:1 и синий в 2:1 в хелате гематеин:металл было объяснено теорией молекулярных орбиталей. Как обсуждалось ранее, каждый заместитель –О- в гематеине делится парой элекронов с металлом. Это связывание металла облегчается высвобождением неподеленных электронов из атома кислорода внутри π-электронной системы ароматического кольца (33). Металл также отдает электроны со своих орбиталей для формирования π-связи с красителем; электроны металла распределяются на лиганды (34,35). Это повреждение π-электронного облака дает изменение цвета на красный. Если хелат 1:1 реагирует со вторым ионом гематеина, π-электроны делокализуются вокруг обоих гематеиновых лигандов и хелат становится синим (Рис. 1).
Когда срезы дифференцируют в кислых растворах протоны атакуют связь мтеалл:гематеин. Этот разрыв симметрии вызывает гиспохромный сдвиг (синий хелат гематеин:металл 1:1 становится красноватым) (22). Сдвиг в кислых растворах гемалауна наподобие кислого гемалауна Майера производит более глубокий красный цвет той же природы. Во время промывки срезов в проточной воде или в щелочных растворах протоны удаляются, симметричное связывание гемалауна восстанавливается и краска вновь приобретает синий цвет.

Связывание гемалауна: Во время окраски гематоксилином металл и две оставшиеся фенольные –ОН группы от каждого гематеина способствуют связыванию красителя (Рис. 2). Атом алюминия реагирует с –О:- и –О:Н группами в тканях (22). Каждая группа располагается среди молекул воды в комплексе гемалауна и делится парой электронов с металлом, образуя координационную связь. Эта реакция подобна формированию комплекса с красителем, содержащим с –О:- и –О:Н группы, как в гематеине. Без кислоты в сосуде для окраски большинство тканевых структур бесцветны. Не смотря на то, что алюминий не является переходным металлом эти связи очень просто разрываются. Две фенольные –ОН группы каждого гематеинового лиганда формируют водородные связи с подходящими пространственными (стерическими) участками тканей. Для формирования водородных связей реактивные группы красителя и ткани должны приблизиться друг к другу на 2-3 Ǻ. Кроме того, ион гемалауна имеет жесткую структуру, а водородные связи направленные; то есть они могут образовываются тогда, когда атомные орбитали соответственно выравняются, не все тканевые компоненты могут захватить рассеянные водородные группы, которые отвечают стерическим требованиям гематеинов металла.  Следовательно, различия в водородных связях как между коллагеновыми волокнами и мышцами очень очевидны, как в окраске железным гематоксилином Heidenhain и ФВК-гематеиновой реакции (PTAH) (13,36).
Эффекты кислот: При дифференцировке с растворах кислот протоны конкурируют с металлом за электронноднорные участки в тканях и красителях. Поэтому алюминий с готовностью высвобождает свои лиганды; и может быть легко удален из большинства тканей. Fe3+ и Cr3+ удерживают свои лиганды гораздо прочнее и дифференцировка проходит медленнее. Поэтому железный гематеин, как в окраске Weigert, выдерживает сильно кислые докраски, например, растворы пикро-красителей гораздо лучше, чем гемалауны (37). Простая дифференцировка различных тканевых структур определяется также распространенностью водородных связей гематеинового компонента гемалауна. При добавлении кислот в раствор гемалауна протоны напрямую конкурируют с красителем за участки связывания. Как было показано на протяжении столетья Mayer, Harris и Weigert, при использовании соответствующих количеств кислот связывание красителя может быть фактически ограничено ядрами (6,37,38). Важность рН раствора гемалауна для избирательной окраски была показана Romeis и Elias (39,40).
Перекраска с последующей дифференцировкой была введена в 19 веке. Результаты были неоднородны, потому что дифференцировка не имела конечной точки. Напротив, реактивность кислого гемалауна и железного гематеина контролируется соотношением металл:кислота и окрашенные образцы легко воспроизводимы. В зависимости от способов фиксации и проводки может быть определено получение желаемого оттенка ядер. Методики с подкисленным гемалауном состоят только из двух этапов – окраски и промывки, им нужно меньше времени и внимания гистотехнолога и могут быть легко изменены в лабораторных расписаниях. По нашему опыту, кислые гемалауны дают вполне воспроизводимые окрашенные образцы даже в руках таких начинающих, как студентов высших школ, отдельно занимающихся в лаборатории.
Связывание гемалауна ядрами: Было предложено, что алюминий и гематеин формируют комплекс с дифосфатными группами нуклеиновых кислот (3,41). Однако, эта формула не может согласовываться с химическими данными. В ДНК монофосфатные группы отделены друг от друга кольцами дезоксирибозы (Рис. 3) (42,43). В молекулярной модели расстояния между фосфатными группами не могут позволить сформироваться комплексу атома металла с двумя фосфатными группами; формирование такой связи стерически невозможно. Согласно Lillie, окраска ядер металлическим гематеинами после экстракции ДНК показывает связывание красителя катионными ядерными белками (12). Потому что гемалаун, железный и хромовый гематеины являются анионными хелатами, реакции с катионными компонентами кажутся правдоподобными.
Связывание металлических гематеинов ядрами до конца не понятно. В изучениях Stockert ионы алюминия могут быть удалены из хроматина ЭДТА или NaCl, но геалаун не будет экстрагироваться (44). Таким образом, алюминий не должен играть большой роли в ядерной окраске. К тому же, ядра с готовностью реагируют с гематоксилином сами по себе (44). Как уже упоминалось, окраска ядер гематоксилином и последующая визуализация красителя была использована Heidenhain сто лет назад (11). Химические данные показывают, что краситель связывается с нуклеиновыми кислотами и хроматином посредством гидрофобных и Ван-дер-Ваальсовых сил (44). Можно предположить, что крупные молекулярные орбитали хелата гематеин:металл 2:1 и 4 фенольные группы вносят важный вклад в неионное связывание гемалауна ядрами.
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