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Zur Itistochemie der Schwermeta!le 
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Die Gelegenheit, nach so vielen Jahren wieder an unserer Tagung teil- 
nehmen zu kSnnen, will ich benutzen, Ihnen fiber 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 erw~hnt worden und der Ausgangspunkt der 
Untersuchungen von VOIGT 11 gewesen ist. 

Bei der Beurteilung einer Vergiftung wird der Sprung zwischen den 
~rztlichen Festste]lungen an der Leiche und dem Ergebnis der chemischen 
Untersuchungen nicht selten als eine mil~liche Lficke empfunden. Sie 
auszuffillen muB Aufgabe der Histochemie sein mit  dem Ziel, das Gift 
im Gewebe ortsrichtig darzustellen und zu erkennen. Ffir den orts- 
richtigen Nachweis der Schwermetalle hat  sich die Dunkelfeldbetrach- 
tung optisch leerer Schnitte in Schwefelwasserstoff-Alkohol fixierter 
Gewebsstfieke als geeignet erwiesen (TIM~I°). 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 Ihnen bekannten 
Grfinden bisher nicht erfolgen kSnnen. 

I m  Verlauf dieser Untersuchungen ergab sieh die Notwendigkeit, den 
normalen Ablagerungen yon Schwermetallen im menschlichen und 
tierischen Gewebe, den sog. Spurenelementen, besondere Aufmerksam- 
keit zu widmen. Denn es zeigte sich, dal~ fiber die seit langem als Stapel- 
pl~tze ffir Schwermetalle bekannten Leber und Milz hinaus auch in 
anderen Organen Anh~ufungen yon Schwermet~llen normal vorhanden 
sind, in den Hartgeweben (TIMMI°), in den Epithelien der Nierenkan~l- 
chen, der ])rostata, in den Ganglienzellen0 in den Inselzellen usw. 

In  all diesen F~llen leuchten die durch Fixierung des Gewebsstficks 
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, 
dal3 sie im Hellfeld nicht mehr mit Sicherheit erkannt werden k6nnen 
und lediglich bei dichterer Lagerung das Gewebe an dieser Stelle bri~un- 
lich verf~Lrben. 

Die Identifizierung der Teilchen ist daher durch die bekannten 
hochempfindlichen mikrochemischen Reaktionen nur in besonders 
giinstigen Fi~llen mSglich und toni? auf andere Weise gefiihrt werden. 
Als aussichtsreich hat, Sich die Anwendung komplexbildender Reagentien 
zur Abtrennung einzelner Schwermetalle aus den Ablagerungen erwiesen. 

Urn bei den Untersuchungen nicht auf die morphologisch wenig 
ergiebigen und zum Teil auch mehrdeutigen Dunketfeldbilder angewiesen 
zu sein - -  es leuchten im Dunkelfeld nicht nut  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 kSnnen - - ,  so ist es doch 
gfinstiger, die Schwermetallsulfidablagerungen bei der Hellfeldbetrach- 
tung des Schnittes sehen zu kSnnen. Das ist mSglich. Denn Schwer- 
metallsulfide sind argyrophil. Auf die Argyrophilie des Schwefelsilber- 
keims hat ZEIGS~I~ 1S hingewiesen. Als Argyrophilie bezeichnet man bei 
den Nachversilberungen die Neigung der dnrch Vorbehandlung im 
Gewebe erzeugten Keime, aus einer SilberlSsung mit einem I~eduktions- 
mittel Silber anzulagern, wodurch bestimmte Gewebsteile usw. ge- 
schwgrzt werden (ROMEIS, LlSON 5, 9). Argentaffin hingegen nennt man 
Substanzen, die Silberion direkt entladen, wobei Silber an ihrer Stelle 
liegen bleiben und  sie so erkennbar machen soil. Als argentaffine Sub- 
stanzen z.B. gelten Polyphenole, Polyamine, Ascorbins~ure. Die argent- 
affine l~eaktion wird daher als eine histochemische I~eaktion angesehen, 
wi~hrend der Argyrophilie eine histochemische Bedeutung nicht zuer- 
kannt  wird. Schwernaetallsulfide verhalten sich wegen ihrer Argyrophflie 
demnach wie die Keime des latenten photographischen Bildes, die auch 
durch physikalische Entwicklung sichtbar gemacht werden kSnnen 
(ANGEI~E~I). Auf die Bedeutung des physikalischen Entwicklungsvor- 
gangs bei den histologischen Nachversilberungsverfahren nach CAJAL, 
BIELSCI~OWSKI u. a. hat LIESEGANG 4 vielfaeh hingewiesen. Die physi- 
kalische Entwicklung wird in der mikrochemischen Tiipfelanalyse zum 
Nachweis yon Silberspuren mit einer Erfassungsgrenze yon 0,005 y und 
einer Grenzkonzentration yon l:10000000 benutzt (FEIGn2), ROSSa~TS s 
hat mit ihr Goldspuren im Gewebe nachgewiesen, wie auch QUEI~IDO 7. 

Zur physikalischen Entwicklung geeignete LSsungen sind im photo- 
graphischen Schrifttum vielfach angegeben worden. Wir haben znmeist 
mit dem yon L~PPO-Ct~AMEtr 8 angegebenen physikalischen Hydrochinon- 
Entwickler - -  der Gummi arabicum als Schutzkolloid und Citronen- 
si~ure zur Di~mpfung der tCeduktionskraft des Hydrochinons enthi~lt 
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und  der  auch yon  I~IESEGA_NG verwende t  worden  ist  - -  die phys ika l i sehe  
En twick lung  vorgenommen,  w~hrend  des Krieges,  als Gummi  a r ab i cum 
n ich t  mehr  zu e rha l ten  war,  aueh  Tylose als Sehutzkol lo id  ve rwand t .  
Aueh Gela t ine  und  die modernen  Kuns t s to f fko l lo ide  lassen sich, wenn 
auch zum Teil mi t  gewissen E insehr~nkungen  ve rwenden .  Die Zu- 
sammense tzung  der  LSsung l~tl]t sieh erhebl ich var i ieren,  was Konzen-  
t r a t i on  der  Gummi  a rab ieum-LSsung  und  die Menge der  in der  LSsung 
vo rhandenen  Citronens/~ure und  das  l%eduktionsmit te l  an langt .  Citro- 
nens/~ure k a n n  auch im Ansa tz  fehlen. Dann  laufen die naehs t ehend  
geschi lder ten  Ersche inungen  in der  LSsung erhebl ich schneller  ab.  Die 
Citronens~ure bed ing t  einen erhebl iehen S/~uregrad des Entwicklers ,  de r  
sieh ungiinst ig,  d . h .  15send auf s / iureempfindl iehe Sulfide auswi rken  
kann,  so dab  ftir  b e s t i m m t e  Zwecke es sich empfiehl t ,  sie wegzulassen.  

Als Beispiel  e iner  gebrEuchlichen Entwick le r lSsung  sei angef i ih r t :  

Zu 10 ml einer 15--25 % igen Gummi arabicum-LSsung ftigt man 0,1 ml molarer 
SilbernitratlSsung und 2 ml einer LSsung yon 2 g Hydrochinon und 5 g Citronen- 
sgure in 100 ml Wasser. Die Mischung wird gut geschiittelt und nach frfihestens 
30 sec iiber die Pr~parate geschiittet. Im hellen Sonnenlicht br/~unt sich die LSsung 

bald ,  im diffusen Tageslicht ist sie nach 20 rain teefarben, nach 40 rain tabakbraun 
und sparer kaffeebraun bis schwarz. VSllig im Dunkeln gehalten verf~rbt sieh die 
LSsung auch in 2--3 Std nicht, lediglich ein feines Silberh/~utcben kann sieh an der 
Oberfl/iche bilden. Die Anlagerung yon Silber an die argyrophilen Teilchen beginnt 
sehnell, schon ehe iiberhaul0t eine Verf/irbung der EntwicklerlSsung wahrnehmbar 
wird, und ist mit Lupe oder Mikroskop leicht zu verfolgen, zum Teil auch mit 
bloBem Auge wahrnehmbar. Mit der Zeit kommt es dureh zunehmende Anlagerung 
yon Silber an die Einzelteilchen leieht zu einer Versehmelzung mehrerer dicht 
beieinanderliegender Teilehen und damit zur Bfldung grSberer K6rnchen, so dab 
es sich nicht empfiehlt, die Entwicklung zu weir zu treiben, Orte massiverer 
Ablagerung argyrophiler Teilchen erscheinen dann als dichte schwarze Bezirke. 
Die wesentliehe Entwieklung ist im allgemeinen nach 20--30 rain abgelaufen, so 
dab die Beobachtung des Entwicklungsvorgangs dureh die zunehmende Verf~rbung 
der LSsung nicht gestSrt wird. Die Entwieklung wird unterbrochen dutch ]~ber- 
tragen des Schnittes im Wasser. Vielfach ist es bei Versflberungen fib]ioh, eine 
Naehbehandlung mit Thiosulfat anzusehlieBen; sie ist nlcht unbedingt notwendig, 
wenn ausreichend gew/~ssert wird, und nicht ungef~hrlich. Denn selbst diinne 
neutrale Thiosulfatl6sungen 15sen gerade die feinsten Silberanlagerungen schnell 
auf, so dab die Thiosulfateinwirkmlg sich nur fiber einige Minuten erstrecken sollte. 
Auch eine naehfolgende Vergoldung ftihrt zu UmlSsungen. VOIGT n hat die Citronen- 
s/~ure im Entwiclder durch Borsi~ure ersetzt und meint, damit klarere Versilbe- 
rungen erreichen zu k6nnen. Die yon ihm angegebene LSsung hat folgende Zu- 
sammensetzung: Zu 7,2 Teflen 20% Gummi arabieum-L6sung ftigt man 1,1 Teile 
einer 1,2% Bors/iure, 0,3 Teile 10% Silbernitratl6sung und 1,2 Teile 2% Hydro- 
chinonlSsung. 

Mit  der  als Su l f id -S i lberver fahren  beze iehneten  Anwendung  yon  
Sehwefelwassers toff -Fixierung in K o m b i n a t i o n  mi t  einer phys ika l i sehen  
Entvcieklung s ind die Ablage rungen  der  no rma len  u n d  der  ungehSr igen  
Schwermeta l le  in ihrer  Gesamthe i t  der  t I e l l i e l d b e t r a e h t u n g  zug~ngl ieh  
geworden,  z .B.  die Ablage rungen  des normulen  Bleis in den  l-Iartge- 
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weben (Abb. 1), deren Dunkelfeldbilder bereits friiher mitgeteilt sind 
(TI~l~ Abb. 2 zeigt die Ablagerungen normaler Schwerme~Mle in 
der Niere; in normalen Nieren ist nicht einmal Eisen mit Sicherheit 
histochemisch nachweisbar (HEst~IQUES und OKKELSS). Aul~er Eisen 
ist auch Zink in den Epithelien der Nierenkaniilchen vorhanden. In 
den Ganglienzellen sind Eisen, Zink und Kupfer vorhanden. Ihre Sul- 
fide sind die entwickelbaren KSrnchen. Durch einen besonders hohen 

Abb. 1. Snlfidsilberbild des I t~S-entkalkten Abb, 2. Sulfidsflberbild der  normalen  Niere. 
Knochens .  Blei Kernf~trbung" mi t  g ~ m a t o x y l i n  

Zinkgeha,lt sind die Inselzellen der Bauchspeicheldrfise (WEITZ~L 1~) und 
die Epithelien der Prostat~ ausgezeichnet. Die entsprechenden Sulfid- 
Si]berbilder zeigen die Abb. 3 und 4. 

Schon diesc Befunde lassen die hohe Bedeutung des Sulfid-Silber- 
verfahrens fiir den Nachweis der Schwermet~lte im Gewebe nicht nut 
fiir die Toxikologie, vielmehr dariiber hinaus auch flit den histochemi- 
schen N~chweis der Spurene]emente erkennen, deren biologische Be~ 
deutung mehr nnd mehr gewinnt. Die argyroplfite Reaktion hat ~ber nicht 
nur ffir den Nachweis der Schwermetalle im Gewebe in toxikoIogischer 
Hinsicht, vielmehr d~rfiber hinaus eine allgemeine hist0chemische Be- 
deutung. Denn es gibt im Gewebe autochthone chemisch wohldefinierte 
Verbindungen, die sich durch physikalische Entwicklung spezifisch nach- 
weisen l~ssen. Als Beispiel hierzu soll die argyrophile Substanz in den 
Inselzellen angeffihrt werden. 

L~f3t man eine physikalische EntwicklerlSsung, wie sie voranstehend 
angegeben worden ist, auf einen Pankreasschnitt einwirken, es kann sich 

Dtsch. Z, gerichtl. ~ied. Bd. 46 4 5 a  



710 F. TIMM: 

um native Gefriersehnitte oder Paraffinsehnitte naeh Alkoholfixierung 
und auch nach kurzer Formalinfixierung handeln - -  bei langerer Formol- 
einwirkung wird die Substanz herausgel6st, ebenso dureh alle sauren 
Fixierungsgemische - - ,  so werden die Inseln selektiv dargestellt. In  den 
Inselzellen sind jetzt genau wie im Sulfid-Silberbild zahllose sehwarze 
his braunschwarze K6rnehen durch Silberanlagerung sichtbar geworden. 
Es kann vermute t  werden, daf3 diese als argyrophile KSrnchen in den 
Inselzellen enthaltene Substanz die yon WEITZEL in den Inselzellen 
naehgewiesene komplexe Zink-Insulinverbindung ist. Nieht Bile Tiere 

Abb.  3. Sulfidsi lberbild der  Insel  im 
P a n k r e a s  

Abb,  4. Sulfidsi lberbild des Epi the ls  der 
P ros t a t a .  K e r n f ~ r b u n g  m i t  H ~ m a t o x y l i n  

enthalten eine solche Substanz in den Inselzellen gespeichert, sie ist 
z.B. in gleiehem MaI~e nicht nachweisbar bei Wiederk~uern, woriiber 
gesondert berichtet werden wird. 

Ira  Laufe der letzten Jahre hat  die Elektronenmikroskoloie such in 
der Histologie grebe Fortschrit te gemaeht. Eine chemische Deutung 
der Bilder ist bisher nut  in beseheidenem Umfang mSglich geworden. 
Fortschritte in der Histochemie werden wesentlich zur Deutung der 
elektronenoptischen Bilder beitragen und so weitergehende Einblicke 
in das biochemische Geschehen vermitteln kSnnen. 

Fiir uns ist das Sulfid-Silberverfahren zun~tchst wichtig, well es 
ermSglieht, dem feineren Verbleib yon Sehwermetallgiften im Gewebe 
naehzugehen, die histologische Erkennung ungehSriger Ablagerungen 
in Gewebe erhoffen l~l~t und so geeignet sein kann, die zu Beginn der 
Ausfiihrungen aufgezeigte Liieke in tier Beweisfiihrung der Vergiftungen 
zu sehlieBen. 
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D~g es darfiber hinaus auch fiir die Kli~rung ~]lgemeiner biologischer 
Probleme bedeutungsvoll werden kann, zeigen die Befunde an den Insel- 
zellen. 

Die EntwieMung der Anatomie, Physiologie, physiologischen Chemie 
und Bioehemie hat gezeigt, dan das mit dem Skalpell und ]~eagensglas 
E r f o r s c h b a r e  wei~gehend  erschlossen  ist. I n  Mlen Di sz ip l inen  wende~ 

m a n  sich de r  E r f o r s c h u n g  de r  Feins~rtfl~tur u n d  d e r  Dyna~mik zu. E l e k -  

t r o n e n m i k r o s k o p  u n d  e ]ek t ron i sch  v e r s t ~ r k t e  h o c h e m p f i n d l i c h e  phys i -  

kMische  u n d  neue re  chemische  U n t e r s u e h u n g s m e t h o d e n  e r l a u b e n  P ro -  

duk~e n a c h z u w e i s e n  u n d  i m  Gewebe  ab l au fende  Prozesse  zu  ve r fo lgen ,  

d ie  n o c h  v o r  e in igen  JM~rzehn ten  u t o p i s e h  gal~en, H i e r b e i  k o m m ~  d e r  

H i s t o e h e m i e  eine s t e igende  B e d e u t u n g  zu. W i e  wenige  Di sz ip l inen  ver -  

ff igen wi r  f iber  e in  v ie lse i t iges  U n t e r s u c h u n g s g u ~  z u r  h i s t o e h e m i s e h e n  

E r f o r s c h u n g  des  n o r m a l e n  u n d  k r a n k h a f t e n  Gesehehens  wie  auch  d e r  

L e i c h e n v e r g n d e r u n g e n .  Nf i t z en  wi r  das.  
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