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2.
Uber Metallfirbungen verkalkter Gewebeteile.

Von
’ Prof. Dr. Wilhelm Stoeltzner,
Direktor der Universitits-Poliklinik fiir Kinderkrankheiten in Halle a. S.

Die Histologie kennt eine Reaktion aut phosphorsauren Kalk, die
1901 von Julius v. Késsa angegeben worden ist.l) Sie besteht darin,
dal die Schnitte, bei deren Préparation natiirlich alle kalklssenden Fliissig-
keiten vermieden werden miissen, bei Zutritt von hellem Tageslicht /2
bis 1 Stunde lang in einer 1 his 5 prozentigen Losung von Argentum nitricnm
belassen werden; nach Ablauf dieser Zeit hat sich der Kalk tief schwarz
gefarbt.

Die Methode hat den Nachteil,?) daB die Schnitte nachdunkeln;
man kann sich hiergegen zwar dadurch sichern, daB man die Priparate
vor dem Einbetten auf kurze Zeit in eine Losung von unterschwefligsaurem
Natron iibertriigt; nunmehr entsteht aber die Schwierigkeit, daB die Farbung
ihre Haltbarkeit verliert, wenn nicht das unterschwefligsaure Natron durch
sehr sorgfiltiges Auswaschen wieder vollstindig entfernt wird. Weitere
Méngel der Methode sind, daB sie helles Tageslicht voraussetzt und dal
sie relativ viel Zeit beansprucht.

Mir ist mun eine bei weitem vollkommenere Methode der Kalk-
nachweisung durch Silber schon seit dem Jahre 1899 bekannt.

Ich habe damals in Gemeinschaft mit Salge ausgedehnte Versuche
dariiber angestellt, was dabei heranskommt, wenn man histologische Schnitte
denjenigen Manipulationen unterwirft; die man in der Photographie an-
wendet, um an belichteten Bromsilberplatten das photographische Bild
hervorzurofen. 5)

Wir haben damals mit Schnitten von rachitischen Kygochen experi-
mentiert; wir behandelten sie zuniichst einige Minuten mit diinner Ar-
gentum nitricum-Losung, iibertrugen sie nach Auswaschen in destilliertem
Wasser in Bromnatriumlésung und setzten nunmehr diese gesilberten Pri-
parate, an denen zunichst von Firbung noch nichts zu sehen war, der
Einwirkung von irgend einem der zahlreichen photographischen Entwickler
aus. In dem Entwickler trat dann stets fast momentan eine sehr deuntliche
Silberfirbung hervor, die sich, ganz ebenso wie der Silberniederschlag im

1) Julius v. Kdssa, Uber die im Organismus kinstlich erzeugbaren
Verkalkungen. Beitrige zur pathol. Anat. u. zur allgem: Pathol
Bd. 29, H. 2. 1901.

2) 8. Schmorl, Die pathologisch-histologischen Untersuchungsmethoden.
2. Aufl. Leipzig 1901. F. C. W. Vogel.

3) Salge und Stoeltzner, Eine neue Methode der Anwendung des
Silbers in der Histologie. Berliner klin. Wochenschr., 1900, Nr. 14.
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photographischen -Negativ, vergolden und platinieren, tnd mit Uran und
Quecksilber verstirken lief.

Die mikroskopische Betrachtung ergab, daB sich auf diese Weise
mit Silber dieselben Gewebeelemente farben lassen, wie etwa mit Hima-
toxylin, also vor allem die Kerne; und in entkalkten rachitischen Knochen
die verkalkt gewesene Knochengrundsubstanz.

Wir haben damals zahlreiche Versuche auch an durch mehrmonatiges
Verweilen in Miillerscher Fliissigkeit nur unvollstindig entkalkten rachi-
tischen Knochen angestellt; das firberische Verhalten der vollstindig ent-
kalkten Priiparate interessierte uns aber in jener Zeit so iiberwiegend,
daf wir, als wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen kurz verdifent-
lichten, die aulerordentliche Brauchbarkeit der Methode fiir die Farbung
verkalkter Partien nicht einmal erwhnten.

Ich mochte diese Unterlassungssiinde, die wir damals begangen
haben, noch nachtriiglich gutzumachen versuchen; denn in der Tat leistet
die Methode gerade fiir die Farbung von Verkalkungen so Hervorragendes,
daB es zu beklagen wire, wenn sie nicht in weiteren Kreisen bekannt
wiirde.

Farbt man gar nicht oder nur unvollstindig entkalkte Préparate in
der angegebenen Weise, so firben die kalkhaltigen Stellen sich ‘aufer-
ordentlich intensiv, auch wenn die Farbung im iibrigen nur sehr zart aus-
fallt. Geht man nun ndit der Konzentration der Silberlosung mehr und
mehr hinunter, so gelangt man sehr bald zu Priparaten, in denen sich
die kalkhaltigen Stellen noch immer sehr intensiv gefdrbt haben, wihrend
das iibrige Gewebe vollstindig ungefirbt geblieben ist. - Wir. haben dann
also eine elektive starke Farbung der verkalkten Partien; und diese Pri-
parate dunkeln weder nach noch blassen sie aus; auch gelingt die Firbung
bei jeder Art von Beleuchtung.

Die ganze Prozedur gestaltet sich iiberaus -einfach.. Die Schnitte
kommen aus destilliertem Wasser auf 5 Minuten in.ein zweites. Schilchen
mit destilliertem Wasser, in dem man einige Tropfen einer -Argentum
nitricum-Losung verteilt hat. Nach Abspiilen in destilliertem Wasser iiber-
tragt man die Schnitte in eine diinne Ldsung von z. B. Pyrogallol, in
dieser tritt angenblicklich die Silberfirbung der verkalkten Stellen hervor,
und man ist fertig.

Ich habe nun im Verlaufe des letzten Jahres die seinerzeit -mit
Salge angestellten Untersuchungen von neuem anfgenommen und wesent-
lich erweitert.

Ich legte mir die Frage vor, ob die Affinitit der verkalkten Partien
zum Silber eine isoliert dastehende Erscheinung sei, oder ob andere
Metalle eine &hnliche Affinitit besitzen.

Das allgemeine Verfahren, das ich einschlug, bestand darin, daB ich
die Schnitte mit der wassrigen Lisung irgend einer Metallverbindung be-
handelte und dann nach griindlichem Auswaschen in destilliertem Wasser
die so vorbehandelten Schnitte der Einwirkung eines Reagens aussetzte,
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das mit der betreffenden Metallverbindung einen charakteristischen, még-
lichst dunklen Niederschlag gibt. Ohne iiber alle von mir in dieser
Richtung angéstellten Versuche zu berichten, beschrinke. ich mich daranf,
kurz die hauptsichlichsten Ergebnisse mitzuteilen:

1. Vorbehandlung mit" Argentum nitricum; = Nachbehandlung mit
Schwefelammonium. Resultat: gelbbraune Firbung ausschlieBlich der
verkalkten Substanz, mit besonderer Hervorhebung der Konturen der
Knochenkdrperchen.

2. Vorbehandlung mit Plumbum aceticum, Nachbehandlung mit
Schwefelammonium, oder dem weniger heftig stinkenden Schwefelkalium.
Starke Firbung der verkalkten Substanz. Bei héherer Konzentration der
Bleilosung “auch starke Kernfirbung; die osteoide Substanz bleibt aber
auch dann ungefirbt.

3. Kobaltnitrat-Schwefelammonium. Ausgezeichnete elektive Schwiir-
zung - der verkalkten Substanz.

4, Kupfersulfat-Schwefelammonium. Elektive Braunfirbung der ver-
kalkten Substanz.

5. Eisenchlorid-Schwefelkalium. Schwarzgriine Farbung der ver-
kalkten Substanz. Bei stirkerer Konzentration der Eisenlosung tritt, wie
bei diesen Metallfirbungen in der Regel, eine schwiichere, in diesem Falle
eine hellgrime Firbung der Kerne und auch eine Anf‘ubung der osteoiden
Substanz hinzu.

6. Eisenchlorid-Rhodankalium. Intensive zitronengelbe Firbung der
verkalkten Substanz.

© 7. Eisenchlorid-Ferrocyankalium. Starke Berliner Blaufirbung der
verkalkten Substanz.

8. Eisenchlorid-Tannin. Intensive Schwarzblaufarbung der verkalkten
Substanz.

Alle ‘mit Eisen gefirbten Préiparate halten sich in destilliertem Wasser
tange Zeit sehr gut; in Leitungswasser wird dagegen allméhlich die
spezifische Firbung durch eine gelblich-braunliche ersetzt. Ks handelt
sich zweifellos um Bildung von Eisenoxydhydrat; die gleiche Umwandlung
tritt sehr schnell €in, wenn man die mit Eisen gefsirbten Schnitte in sehr
verdiinnte Kalilauge iibertrigt. Durch Wiederholung derjenigen Prozedur,
welche nach der Vorbehandlung mit Eisenlosung die spezifische Farbung
hervorgerufen hatte, 148t letztere sich an solchen Préiparaten stets resti-
tuieren; vorausgesetzt, dafl man selbstverstindliche Kautelen beobachtet,
also z. B. bei der Nachbehandlung mit Ferrocyankalium mit Salzsiure
schwach ansduert.

Es hat sich also ergeben, daB alle untersuchten Metalle eine starke
Affinitit zu verkalktem Gewebe haben, daB also die Affinitit des Silbers
zu demselben nur einen speziellen Fall einer viel allgememeren Erschei-
nung darstellt.

Auf eine scheinbare Ausnahme st68t man, wenn man mit Ferrocyan-
kalium -vor-- und mit Eisenchlorid nachbehandelt. Hat man zwischen
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beiden Badern griindlich ansgewaschen, so tritt keinerlei Farbung auf.
Das Ferrocyansalz hat also zum verkalkten Gewebe keine Affinitdt. Das
stimmt jedoch mit der allgemeinen chemischen Erfahrung durchaus iiberein.
Bekanntlich hat das Eisenatom im Ferrocyanradikal seine metallischen
Eigenschaften verloren; das Ferrocyanradikal reagiert #hnlich wie ein
Halogenatom, die iiblichen Eisenreaktionen versagen den Ferrocyan-
verbindungen gegeniiber. DaB das Ferrocyankalium zu verkalktem Gewebe
keine Affinitit hat, ist also eine Ausnahme, die bei niherer Betrachtung
in der Tat die Regel bestitigt.

Ohne Vorbehandlung mit Eisen gab die verkalkte Knochensubstanz
in meinen, in Miillerscher Fliissigkeit unvollstindig entkalkten Priparaten
weder mit Schwefelammonium, noch mit Ferrocyankalium und Salzsdure
eine Eisenreaktion.l)

1 Vergl. Gierke, Uber den FEisengehalt verkalkter Gewebe unter
normalen und pathologischen Bedingungen. Dieses Archiv Bd. 167,
H. 2. 1902, :

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd. 180. Hft. 2. 25



