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Zur Histochemie der Schwermetalle
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Mit 4 Textabbildungen
(Eingegangen am 4. Juni 1957)

Die Gelegenheit, nach so vielen Jahren wieder an unserer Tagung teil-
nehmen zu konnen, will ich benutzen, IThnen {iber Untersuchungsergeb-
nisse aus den Jahren 1938—1945 in Leipzig und Jena zu berichten. Dabei
will ich besonders auf das Sulfid-Silberverfahren eingehen, das bereits
in einigen Dissertationen erwihnt worden und der Ausgangspunkt der
Untersuchungen von VoiaT! gewesen ist.

Bei der Beurteilung einer Vergiftung wird der Sprung zwischen den
arztlichen Feststellungen an der Leiche und dem Ergebnis der chemischen
Untersuchungen nicht selten als eine miBliche Liicke empfunden. Sie
auszufiillen muB Aufgabe der Histochemie sein mit dem Ziel, das Gift
im Gewebe ortsrichtig darzustellen und zu erkennen. Fir den orts-
richtigen Nachweis der Schwermetalle hat sich die Dunkelfeldbetrach-
tung optisch leerer Schnitte in Schwefelwasserstoff-Alkohol fixierter
Gewebsstiicke als geeignet erwiesen (Timm!?). Mit diesem Verfahren ist
dem feineren Verbleib einverleibter Schwermetalle im Organismus nach-
gegangen worden. Die Ergebnisse sind zumeist in Dissertationen nieder-
gelegt, eine zusammenfassende Darstellung hat aus den Thnen bekannten
Griinden bisher nicht erfolgen konnen.

Im Verlauf dieser Untersuchungen ergab sich die Notwendigkeit, den
normalen Ablagerungen von Schwermetallen im menschlichen und
tierischen Gewebe, den sog. Spurenelementen, besondere Aufmerksam-
keit zu widmen. Denn es zeigte sich, daB iiber die seit langem als Stapel-
platze fiir Schwermetalle bekannten Leber und Milz hinaus auch in
anderen Organen Anh#ufungen von Schwermetallen normal vorhanden
sind, in den Hartgeweben (Tmm1%), in den Epithelien der Nierenkanil-
chen, der Prostata, in den Ganglienzellen, in den Inselzellen usw.

In all diesen Fillen leuchten die durch Fixierung des Gewebsstiicks
in Schwefelwasserstoff-Alkohol in Sulfide umgewandelten Ablagerungen

* Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir gerichtliche
und soziale Medizin, Oktober 1956 in Marburg.
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im Dunkelfeld als helle Teilchen auf. Einzeln sind sie vielfach so winzig,
daB sie im Hellfeld nicht mehr mit Sicherheit erkannt werden kénnen
und lediglich bei dichterer Lagerung das Gewebe an dieser Stelle briun-
lich verfdrben.

Die Identifizierung der Teilchen ist daher durch die bekannten
hochempfindlichen mikrochemischen Reaktionen nur in besonders
ginstigen Féllen moglich und mull auf andere Weise gefithrt werden.
Als aussichtsreich hat sich die Anwendung komplexbildender Reagentien
zur Abtrennung einzelner Schwermetalle aus den Ablagerungen erwiesen.

Um bei den Untersuchungen nicht auf die morphologisch wenig
ergiebigen und zum Teil auch mehrdeutigen Dunkelfeldbilder angewiesen
zu sein — es leuchten im Dunkelfeld nicht nur die Schwermetallsulfide
sondern auch gewisse andere Inhaltsstoffe gelegentlich auf, z.B. Pig-
mente, die zwar durch Vergleich mit alkoholfixierten Gewebsschnitten
gegeniiber dem Sulfidbild erkannt werden kénnen —, so ist es doch
giinstiger, die Schwermetallsulfidablagerungen bei der Hellfeldbetrach-
tung des Schnittes sehen zu konnen. Das ist moglich. Denn Schwer-
metallsulfide sind argyrophil. Auf die Argyrophilie des Schwefelsilber-
keims hat ZricEr!® hingewiesen. Als Argyrophilie bezeichnet man bei
den Nachversilberungen die Neigung der durch Vorbehandlung im
Gewebe erzeugten Keime, aus einer Silberldsung mit einem Reduktions-
mittel Silber anzulagern, wodurch bestimmte Gewebsteile usw. ge-
schwirzt werden (Romeis, Lisox?: %). Argentaffin hingegen nennt man
Substanzen, die Silberion direkt entladen, wobei Silber an ihrer Stelle
liegen bleiben und sie so erkennbar machen soll. Als argentaffine Sub-
stanzen z. B. gelten Polyphenole, Polyamine, Ascorbinséure. Die argent-
affine Reaktion wird daher als eine histochemische Reaktion angesehen,
wihrend der Argyrophilie eine histochemische Bedeutung nicht zuer-
kannt wird. Schwermetallsulfide verhalten sich wegen ihrer Argyrophilie
demnach wie die Keime des latenten photographischen Bildes, die auch
durch physikalische Entwicklung sichtbar gemacht werden kénnen
(AveeErER'). Auf die Bedeutung des physikalischen Entwicklungsvor-
gangs bei den histologischen Nachversilberungsverfahren nach CaJar,
BreLscHOWSKI u. a. hat LiesrgaNg? vielfach hingewiesen. Die physi-
kalische Entwicklung wird in der mikrochemischen Tiipfelanalyse zum
Nachweis von Silberspuren mit einer Erfassungsgrenze von 0,005 ¥ und
einer Grenzkonzentration von 1:10000000 benutzt (FEren2). ROBERTSS
hat mit ihr Goldspuren im Gewebe nachgewiesen, wie auch QUERIDO",

Zur physikalischen Entwicklung geeignete Ldsungen sind im photo-
graphischen Schrifttum vielfach angegeben worden. Wir haben zumeist
mit dem von LiPPo-CRAMER® angegebenen physikalischen Hydrochinon-
Entwickler — der Gummi arabicum als Schutzkolloid und Citronen-
siure zur Diémpfung der Reduktionskraft des Hydrochinons enthilt
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und der auch von Ligseeanc verwendet worden ist — die physikalische
Entwicklung vorgenommen, wihrend des Krieges, als Gummiarabicum
nicht mehr zu erhalten war, auch Tylose als Schutzkolloid verwandt.
Auch Gelatine und die modernen Kunststoffkolloide lassen sich, wenn
auch zum Teil mit gewissen Kinschrinkungen verwenden. Die Zu-
sammensetzung der Lisung 188t sich erheblich variieren, was Konzen-
tration der Gummi arabicum-Ldsung und die Menge der in der Lésung
vorhandenen Citronensidure und das Reduktionsmittel anlangt. Citro-
nensédure kann auch im Ansatz fehlen. Dann laufen die nachstehend
geschilderten Erscheinungen in der Losung erheblich schneller ab. Die
Citronensdure bedingt einen erheblichen Séuregrad des Entwicklers, der
sich ungiinstig, d.h. 16send auf siureempfindliche Sulfide auswirken
kann, so daB fiir bestimmte Zwecke es sich empfiehlt, sie wegzulassen.

Als Beispiel einer gebrduchlichen Entwicklerlosung sei angefithrt:

Zu 10 ml einer 15—25 %igen Gummi arabicum-Losung fiigt man 0,1 ml molarer
Silbernitratlésung und 2 ml einer Losung von 2 g Hydrochinon und 5 g Citronen-
siure in 100 m1 Wasser. Die Mischung wird gut geschiittelt und nach frithestens
30 sec itber die Priparate geschiittet. Im hellen Sonnenlicht briunt sich die Losung
bald, im diffusen Tageslicht ist sie nach 20 min teefarben, nach 40 min tabakbraun
und spater kaffeebraun bis schwarz. Vollig im Dunkeln gehalten verféarbt sich die
Losung auch in 2—3 Std nicht, lediglich ein feines Silberhédutchen kann sich an der
Oberfliache bilden. Die Anlagerung von Silber an die argyrophilen Teilchen beginut
schnell, schon ehe iiberhaupt eine Verfirbung der Entwicklerlosung wahrnehmbar
wird, und ist mit Lupe oder Mikroskop leicht zu verfolgen, zum Teil auch mit
bloBem Auge wahrnehmbar. Mit der Zeit kommst es durch zunehmende Anlagerung
von Silber an die Einzelteilchen leicht zu einer Verschmelzung mehrerer dicht
beieinanderliegender Teilchen und damit zur Bildung groberer Kornchen, so daB
es sich nicht empfiehlt, die Entwicklung zu weit zu treiben. Orte massiverer
Ablagerung argyrophiler Teilchen erscheinen dann als dichte schwarze Bezirke.
Die wesentliche Entwicklung ist im allgemeinen nach 20—30 min abgelaufen, so
daB die Beobachtung des Entwicklungsvorgangs durch die zunehmende Verfirbung
der Losung nicht gestort wird, Die Entwicklung wird unterbrochen durch Uber-
tragen des Schnittes im Wasser. Vielfach ist es bei Versilberungen tiblich, eine
Nachbehandlung mit Thiosulfat anzuschlieBen; sie ist nicht unbedingt notwendig,
wenn ausreichend gewiissert wird, und nicht ungefihrlich. Denn selbst diinne
neutrale Thiosulfatlésungen losen gerade die feinsten Silberanlagerungen schnell
auf, so daf die Thiosulfateinwirkung sich nur iiber einige Minuten erstrecken sollte.
Auch eine nachfolgende Vergoldung fithrt zu Umlosungen. Vorar't hat die Citronen-
siure im Entwickler durch Borsaure ersetzt und meint, damit klarere Versilbe-
rungen erreichen zu kénnen. Die von ihm angegebene Losung hat folgende Zu-
sammensetzung: Zu 7,2 Teilen 20% Gummi arabicum-Losung figt man 1,1 Teile
einer 1,2% Borsaure, 0,3 Teile 10% Silbernitratlésung und 1,2 Teile 2% Hydro-
chinonlésung.

Mit der als Sulfid-Silberverfahren bezeichneten Anwendung von
Schwefelwasserstoff-Fixierung in Kombination mit einer physikalischen
Entwicklung sind die Ablagerungen der normalen und der ungehrigen
Schwermetalle in ihrer Gesamtheit der Hellfeldbetrachtung zuginglich
geworden, z B. die Ablagerungen des normalen Bleis in den Hartge-
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weben (Abb. 1), deren Dunkelfeldbilder bereits frither mitgeteilt sind
{Tivmm10), Abb. 2 zeigt die Ablagerungen normaler Schwermetalle in
der Niere; in normalen Nieren ist nicht einmal Eisen mit Sicherheit
histochemisch nachweisbar (HeExriQuEes und OkkErLs?). AubBer Eisen
ist auch Zink in den Epithelien der Nierenkanilchen vorhanden. In
den Ganglienzellen sind Eisen, Zink und Kupfer vorhanden. Ihre Sul-
fide sind die entwickelbaren Kornchen. Durch einen besonders hohen
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Abb. 1. Sulfidsilberbild des H.S-entkalkten Abb, 2. Sulfidsilberbild der normalen Niere,
Kmnochens. Blei Kernfarbung mit Hiamatoxylin

Zinkgehalt sind die Inselzellen der Bauchspeicheldriise (WEITZEL?) und
die Epithelien der Prostata ausgezeichnet. Die entsprechenden Sulfid-
Silberbilder zeigen die Abb. 3 und 4.

Schon diese Befunde lassen die hohe Bedeutung des Sulfid-Silber-
verfahrens fiir den Nachweis der Schwermetalle im Gewebe nicht nur
fiir die Toxikologie, vielmehr dariiber hinaus auch fir den histochemi.
schen Nachweis der Spurenelemente erkennen, deren biologische Be-
deutung mehr und mehr gewinnt. Die argyrophile Reaktion hat aber nicht
nur fir den Nachweis der Schwermetalle im Gewebe in toxikologischer
Hinsicht, vielmehr dariiber hinaus eine allgemeine histochemische Be-
deutung. Denn es gibt im Gewebe autochthone chemisch wohldefinierte
Verbindungen, die sich durch physikalische Entwicklung spezifisch nach.-
weisen lassen. Als Beispiel hierzu soll die argyrophile Substanz in den
Inselzellen angefiihrt werden.

L4Bt man eine physikalische Entwicklerlosung, wie sie voranstehend
angegeben worden ist, auf einen Pankreasschnitt einwirken, es kann sich
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um native Gefrierschnitte oder Paraffinschnitte nach Alkoholfixierung
und auch nach kurzer Formalinfixierung handeln — bei lingerer Formol-
einwirkung wird die Substanz herausgelost, ebenso durch alle sauren
Fixierungsgemische —, so werden die Inseln selektiv dargestellt. In den
Inselzellen sind jetzt genau wie im Sulfid-Silberbild zahllose schwarze
bis braunschwarze Kornchen durch Silberanlagerung sichtbar geworden.
Es kann vermutet werden, dall diese als argyrophile Kornchen in den
Inselzellen enthaltene Substanz die von WerTzeL in den Inselzellen
nachgewiesene komplexe Zink-Insulinverbindung ist. Nicht alle Tiere

e

Abb. 3. Sulfidsilberbild der Insel im Abb. 4. Sulfidsilberbild des Epithels der
Pankreas Progtata. Kernfirbung mit H&matoxylin

enthalten eine solche Substanz in den Inselzellen gespeichert, sie ist
z.B. in gleichem MafBe nicht nachweisbar bei Wiederkduern, woriiber
gesondert berichtet werden wird.

Im Laufe der letzten Jahre hat die Elektronenmikroskopie auch in
der Histologie grofle Fortschritte gemacht. Eine chemische Deutung
der Bilder ist bisher nur in bescheidenem Umfang moglich geworden,
Fortschritte in der Histochemie werden wesentlich zur Deutung der
elektronenoptischen Bilder beitragen und so weitergehende Einblicke
in das biochemische Geschehen vermitteln kénnen.

Fir uns ist das Sulfid-Silberverfahren zunédchst wichtig, weil es
ermoglicht, dem feineren Verbleib von Schwermetallgiften im Gewebe
nachzugehen, die histologische Erkennung ungehériger Ablagerungen
in Gewebe erhoffen 14Bt und so geeignet sein kann, die zu Beginn der
Ausfithrungen aufgezeigte Liicke in der Beweisfithrung der Vergiftungen
zu schliefen.
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Daf es dariiber hinaus auch fiir die Kldrung allgemeiner biologischer
Probleme bedeutungsvoll werden kann, zeigen die Befunde an den Insel-
zellen.

Die Entwicklung der Anatomie, Physiologie, physiologischen Chemie
und Biochemie hat gezeigt, dal das mit dem Skalpell und Reagensglas
Erforschbare weitgehend erschlossen ist. In allen Disziplinen wendet
man sich der Erforschung der Feinstruktur und der Dynamik zu. Elek-
tronenmikroskop und elektronisch verstirkte hochempfindliche physi-
kalische und neuere chemische Untersuchungsmethoden erlauben Pro-
dukte nachzuweisen und im Gewebe ablaufende Prozesse zu verfolgen,
die noch vor einigen Jahrzehnten utopisech galten. Hierbei kommt der
Histochemie eine steigende Bedeutung zu. Wie wenige Disziplinen ver-
filgen wir iiber ein vielseitiges Untersuchungsgut zur histochemischen
Erforschung des normalen und krankhaften Geschehens wie auch der
Leichenverdnderungen. Nitzen wir das,
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