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XIV.

Zur Frage der Eisenreaktion kalkhaltiger

Gewebe, insbesondere des Knochens.
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Gottingen.)
Von
Dr. Masao Sumita,
Fukuoka, Japan.
{Hiersu Taf. 1V.)
Im Gegensatz zu mehreren Untersuchungen, die von vorn-
herein auf das Blut als die Quelle des deponierten Eisens in den
verschiedenen Geweben des menschlichen und tierischen Korpers
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hinweisen, hat R. Schneider?) in den Jahren 1888 bis 1895
die Resultate seiner eingehenden Untersuchungen in mehreren Ab-
handlungen niedergelegt.

Auf Grund derselben hat er eine bis dahin unbekannte Verbreitung des
Eisens in den Geweben und Organen des tierischen Organismus, und zwar in
fast allen Bindesubstanzen nachgewiesen und dabei dem Eisen eine histo-
mechanische Bedeutung #hniich wie dem Kalk zugeschrieben. In diesem
Zusammenhang weist er auf das manchmal beobachtete Zusammentreffen von
Kalk und Eisen hin, sowie auf einen gewissen Ersatz des Kalkes durch Fisen,
wenn es sich fiir die Natur darum handelt, einigen Stiitzorganen die notige
Festigkeit bei erhaltener Elastizitit zu verleihen.

In dhnlicher Weise konnte Gierke?) an verschiedenen physiologischen
und pathologischen verkalkten Organen und Geweben mikroskopischen Eisen-
gehalt nachweisen. So im ganzen Skelettsystem, soweit Verkalkung eingetreten
ist, der Embryonen und Neugeborenen von Menseh, Katze, Kaninchen, Meer-
schweinchen und weifien Méusen; ferner erweist sich beim Menschen ein groBer
Teil der physiologischen und pathologischen verkalkten Gewebe als eisenhaltig,
wihrend sich an andern pathologischen Geweben kein Eisengehalt nach-
weisen 1a8t.

Die Eisenverhéltnisse der Knochen im extrauterinen TLeben konnte
Gierke auf Grund seiner Untersuchungen nicht mit Sicherheit entscheiden,
doch hat er den Eindruck gewonnen, daB der Fisengebalt gegentiber dem embryo-
nalen Verhalten bedeutend verminderf, wenn nicht gar aufgehoben ist.

Jedentalls haben die Untersuchungen Gierkes eine weitgehende Be-
achtung gefunden, denn alle Untersucher der Folgezeit beziehen sich auf ihn
und bringen neue Bestitigungen und Erweiterungen seiner Befunde.

So hat Aschoff3) im Jahre 1902 in seinem Artikel »» Verkalkung
den von Gierke angegebenen Eisengehalt in Knochen und sonstigen ver-
kalkten Geweben hestitigt gefunden. Besonders wichtig ist die Arbeit von

) Schneider, Uber Fisenresorption in tievischen Organen und Geweben,
Abh. d. Berl. Akad d. Wissensch, 1888. — Neue histologische Unter-
suchungen tiber die Fisenauinahme in den Karper des Proteus. Sitzungs-
ber. d. Kgl. Preuf. Akad. d. Wiss. zu Berlin 1890. — Verbreitung und
Bedeutung des Fisens im animalischen Organismus. Arch. f Anat. w.
Physiol., Physiol. Abt. 1890. — Verbreitung und Bedeutung des Eisens
in animal. Korper. Verh. d. Ges. deutsch. Naturforscher und Arzte
£ Zool. 1891. — Neueste Beobachtungen iiber natiirliche Eisenresorption.
Mitteil. d. Zool. Station in Neapel Bd. 12, 1895

?y Gierke, Uber den REisengehalt verkalkter Gewsbe unter normalen
und pathologischen Bedingungen. Virch. Arch. Bd. 167, H. 2, 1902.

®Y Aschofi, Verkalkung. Ergebn. d. allg. Path. u. path. Anat. Bd. 8,
1902,
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Schmorl?) 1904 tiber das durch Knochenneubildungsprozesse charakteri-
sierbe Material wie Kuochenkallus, Schwangerschaftsosteophyten, Knochen-
tumoren, Ostitis deformans, Osteomalazie und Rachitis, wobel sich ergab, da8
am fertigen ausgebildeten Knochengewebe eine Eisenreaktion nicht zu erzielen
ist, daB aber iiberall da, wo eine Neubildung von kalkhaltigem Knochengewebe
stattfindet, die jiingsten Knochenteile eine deutliche, wenn auch verschieden
starke Eisenreaktion geben.

AuBerdem ist das manchmal beobachtete Zusammentreffen von Kalk
und Eisen von mehreren Autoren bewiesen; so von Kockel?) bei Kalk-
inkrustationen des Lungengewebes, Rona?) an den elastischen Fasern der
Riesenzellen, Askanazy*) an Kalkmetastase, Best?) bei der intra-
olsularen Knochenbildung, Hoffmann®) an Rippenknochen der an Bax -
o wscher Krankheit Gestorbenen, Orth?) an Kallusgewebe und Ehr -
lieh?) an verschiedenen (eweben, insbesondere den elastischen Fasern.

Wihrend also die Ansichten Gierkes vielfach bestitigt wurden,
sprechen ihnen zwei Arbeiten aus der neuesten Zeit jede Beweiskraft ab.

Hiick?®) hat im groBen und ganzen ghnliches Material wie Gierke,
aber immer unmittelbar nach der Sektion, also ohne irgendeine Konservierung
in differenten Fliissigkeiten, untersucht. Er machte von verkalkten Arterien-
winden, Lymphdriisen, Tumoren w. a. und vor allem von normalen und ra-
chitischen Kunachen einfach mit einem starken Messer moglichst diinne Sehnitte
und tauchte dann die ganzen Gewebsstiicke in die Reaktionsflissigkeiten. In
andern Fillen benutzte er die Kochgefriermethode oder amch Gefrierschnitte

ty Schmorl, Uber feine Knochenstrukturen und iiber den Eisengehalt
des Knochengewebes unter pathologischen Verhiltnissen. Verh. d. D.
Path. Ges. 2, 1904,

2) Kockel, Uber die Kalkinkrustationen des Lungengewebes. D. Arch.
f. Xlin, Med. Bd. 64, 1899.

3) Rona, Uber das Verhalten der elastischen Fasern in Riesenzellen.
Zieglers Beitr. z. path. Anat. Bd. 27, 1900,

fy Askanazy, Beituige zur Knochenpathologie. (Uber Kalkmetastase
und progressive Knochenatrophie.) Festschr. zur Feier des 60. Geburts-
tages von Max Jaffe S.208, 1901.

5) Best, Uber die regressiven Ernihrungsstérungen. .Deutschmanns
Beitr. z. Augenheilkunde Bd. b5, 1800.

6y Hoffmann, Untersuchung eines Falles von Barlowscher Krankheit.
(Festschr. £ Prof. Arnold.) Zieglers Beitr. Suppl. H. 7, 1905.

7y Orth, Ein Beitrag sur Kenntnis des Knochenkallus. Gedenkschr. £
v. Leuthold Bd. 2, Berlin 1905.

8) Ehrlich, REisen- und Kalkimprignation in menschlichen Geweben,
insbesondere den elastischen Fasern. Ztibl. f. allg. Path. u. path. Anat.
Bd. 17, 1906.

) Hiick, Uber den angeblichen Eisengehalt kalkhaltiger Gewebe. Arb.
a. path. Anat, aus Tibingen Bd. VL (Festschr. f. Prof. Baumgarten.)
1908.
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von in Formalin fixiertem Material, und ferner méglichst schnell eingebettete
Paraffinschnitte.

Zum Fisennachwels gebrauchte er Schwefelammonium, Turnbullblau-
Reaktion und Berlinerblau-Reaktion. Dadurch kam er zu folgendem Resultate:

Im frischen Zustande untersucht, 148t sich in keiner Weise das behauptete
gleichzeitige Vorkommen von Kalk und Fisen nachweisen. In der ganzen
Versuchsreibe ist kein einziger Befund, der seiner Ansicht nach auch nur an-
nihernd dafiir spriche, daf sich tatsichlich am Orte der Kalkablagerung intra
vitam auch Eisen abgelagert habe. Und weil er nun an frischen Priiparaten
niemals Eisenreaktion an den kalkhaltigen Stellen erzielte, hilt er die Be-
hauptung von dem gleichzeitigen Vorhandensein von Kalk und Eisen unter
normalen Verhdltnissen intra vitam heute noch nicht fiir bewiesen, und alle
weiteren hierans gezogenen Schliisse von engen biologischen Beziehungen
zwischen Kalk und Eisen fiir noch zun wenig gestiitzt. Er kommt zu dém Schiu8,
daf alle bisherigen Eisennachweise als postmortale Imbibition (also Kunst-
produkte) aufgefaft werden miifiten; wenn man deshalb einen einwandfreien
Nachweis fiir das Zusammentrefien von Ka'k und Eisen liefern wolle, miiBten
folgende Bedingungen erfiillt sein:

Kine genane Angabe, in welchen und wie lange die Priiparate in den
einzelnen Fliissigkeiten und GlasgeféiBen gelegen haben.

Der exakte chemische Nachweis, daf simtliche Fliissigkeiten, die in An-
wendung kamen, zu jeder Zeit eisenfrei waren.

Es miissen genaue Kontrollrelhen angelegt werden, die beweisen, da$
durch das Verweilen der Fliissigkeiten und Priiparate in den Glisern zu keiner
Zeit des Versuches irgendwo eine Spur von Eisen aufgetreten ist. Wird dieser
exakte Beweis nicht bis ins Kleinste geliefert, so ist in jedem Falle mit Recht
der Zweifel erlaubt, ob die etwa erhaltene Eisenreaktion des Kalkes nicht doch
im letzten Grunde als Kunstprodukt anzusehen sei.

Noesske?), der, um moglichst alle postmortalen Verinderungen aus-
zuschlieflen, nur lebendfrisches normales und pathologisches Knochen- und
Kalkgewebe, teils frischer menschlicher und tierischer Féten, teils nengeborener
Kinder und jugendlicher Individuen verwandte, kam dabei wie Hiick zu
dem Ergebnis, daB der normale fétale Knochen in frischem Zustande keine
Eisenreaktion gibt, wihrend pathologisches Knochen- und Kalkgewebe bis-
weilen deutlichen Eisengehalt zeigt.

So ist er der Meinung: die Diffusion eisenhaltiger Gewebssifte und die
grofle Affinitat des verkalkten Gewebes zum Eisen sind die beiden wichtigen
Faktoren fiir das Zustandekommen der Risenreaktion des Knechens im unge-
harteten Untersuchungsmaterial.

Also Hiiek ist der Meinung, daB das Zusammentreffen des
Eisens und Kalkes ein Kunstprodukt sef hervorgerufen
durch die Anwendung von eisenhaltigen Fliissigkeiten; Noesske glaubt, da B

) Noesske, Uber Vorkommen und Bedeutung von Fisen in verkalkten
Geweben, inshesondere dem Knochen. Ztlbl. f. allg. Path. u. path. Anat.
Bd. 20, Nr. 2, 1909.
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das Eisen aus cisenhaltigen Geweben der Umgebung
in die Héartungsilissigkeiten diffundiert und sehr
bald von dem Kalk, dank seiner Affinitdat zun Metall-
salzen, absorbiert wird

Sieht man beide letzterwihnten Arbeiten genauer am, so
scheint zunéichst die darin ausgesprochene Annahme, daf das Eisen
postmortal von auBen imbibiert worden ist, durchaus einleuchtend,
aber bei niherem Studium tritt uns der Widerspruch der in Be-
griindung und Erscheinung der Tatsachen liegt, klar entgegen.
Meines Erachtens liegt der Widerspruch in folgenden Punkten:

a) Da die Tmbibierung des Eisens durch die grofe Affinitit
zum Kalk kommen soll, miiite, je mehr Kalk im Korper ist, desto
mehr Eisen imbibiert werden; nun ist es aber Tatsache, dal die
Knochen von Erwachsenen fast konstant negativen Gehalt von
Eisen zeigen und auch in pathologischen Verkalkungen die Be-
funde ganz inkonstant sind.

b) Nach Schmorl geht der Gehalt von Kalk und Kisen
nie parallel, je jiinger die kalkhaltigen Gewebe sind, desto reich-
haltiger ist der Eisengehalt; demnach hitte der jiingste Knochen
das meiste Eisen. Diese Befunde kann man nicht nur durch Af-
finitat zwischen Kalk und Eisen erkléren.

¢) Von Noesskes Material ist denkbar lebendfrisch bei
Menschen fast nur das operative, und gerade bei dem pathologi-
schen Material war der Befund oft positiv, wo &ltere Autoren tiber-
einstimmend trotz des nur gewdhnlichen Materials inkonstante
Befunde konstatiert haben.

Bei diesen Widerspriichen der Tatsachen und der Deutung
muf die Fehlerquelle, meiner Ansicht nach, anderswo gesucht
werden. Die inkonstanten Befunde der bisherigen Autoren kénnen
vielleicht moglicherweise von einer ungeniigenden Untersuchungs-
methode herrithren. ‘

Bei meinen Untersuchungen, welche ich auf Anregung von
Prof. E. Kaufmann und mit Unterstiitzung von Privatdozent
Dr. W. Schultze unternommen habe, versuchte ich zunichst,
mir folgende Fragen klarzumachen:

1. Gibt es iiberhaupt eine einwandfreie Methode zum sicheren
Nachweis von Eisen im verkalkten Gewebe?

2. Kann das von Gierke und Schmorl beschriebene
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Zusammentreffen des Kalks und des Eisens wirklich durch eine
ganz einwandfreie Methode bewiesen werden?

3. Wenn man Eisengehalt durch eine von allen Zufilligkeiten
freie Methode konstatieren kann, stimmt dann das Bild der Pri-
parate auch genau mit den absichtlich in eisenhaltige Fliissigkeit
getauchten Préparaten iiberein?

4. Wenn das Eisen nur durch Affinitit zwischen Kalk und
Eisen imbibiert wiirde, konnte man dann eine genaue Uberein-
stimmung von Kalk- und Eisenbildern, so wie Orth sie ange-
geben hat, erzielen?

5. Welche Bedeutung hitte es denn, wenn man Eisen durch
eine einwandsfreie Methode nachweisen konnte?

6. Kommen gewisse Verdnderungen des Kisengehaltes zwischen
den Materialien und Fliissigkeiten im Glase vor (also wie verhalt
sich die Brauchbarkeit der alten Priparate zum genauen Eisen-
nachweis)?

Untersuchungsmethode.

a) Ubersicht der bisherigen Methoden.

Zum Eisennachweis organischer Gewebe sind bisher folgende drei Methoden
bekannt; erstens die von Meyer 1850 beim Eisennachweis der Darmschleim-
haut beniitzten Methode mit Schwefelammonium, zweitens die im Jahre 1868
von Perls?) gefundene mikroskopische Methode der Berlinerblau-Reaktion,
zuletzt ist noch eine Methode von Kobert und seiner Schiiler?)?) als
Turnbullblau-Reaktion angegeben. Diese drei Methoden stimmen darin iiberein,
daB von den verschiedenen Eisenverbindungen im Organismus nur oxydische
und oxydulische Salze nathgewiesen werden. Sie leiten sich alle von der gut
bekannten chemischen Tatsache her, daB Schwefelammonium in Gegenwart
der Ferro- und Ferriverbindungen das Eisen vollstindig als schwarzes Ferro-
sulfid ausfallen 1i8t, und daB Ferrozyankalium und Salzsiiure in Ferrisalz-
losungen eine intensiv blaue Farbung von Berhnerblau (Ferrisalz der Ferro-
zyanwasserstoffsiure) erzeugt.

Alle drei Methoden haben gewisse Vorteile und Nachteile bei der An-
wendung und sind von verschiedenen Seiten von verschiedenen Autoyen
empfohlen,

1) Perls, Nachweis von Eisenoxyd in gewissen Pigmenten, Journ. L.
prakt. Chem. Bd. 105, H. 5, 1868. '

>y Tirmann, Uber Eisenablagerung (Inaug.-Diss.). Dorpat 1896.

%) Schmelzer, Studie iiber den pathologisch-anatomischen Befund hei
Wismutvergiftung. (Inang.-Diss.) Dorpat 1896.

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd. 200. Hft. 2. 15
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Quincke (18681) — 1896 2)) empfahl die Schwefelammonium-Methode
und schrieb: ,,Die Schwefeleisenfirbung ist nicht nur viel empfindlicher, sondern
auch zuverldssiger und unzweideutiger als jene®, und hilt sie als ein viel vor-
giiglicheres Reagens, sowohl fiir makroskopische wie fiir mikroskopische Zwecke.
Nach seiner Angabe soll die Berlinerblau-Reaktion durch leicht Diffuswerden
der blauen Firbung und durch unsichere Reaktion von der Seite des aus. Ferro-
zyankalium selbst sehr oft freiwerdenden Eisens nachteilig sein. Er schreibt
dazu: ,,Wichtig fiir das Gelingen der Eisenreaktion ist die Beschaffenheit der
Schwefelammonium-Losung; frisch bereitetes, noch farbloses NH,S ist nicht so
brauchbar wie das &ltere gelbgewordene der Laboratorien; man kann statt
dessen in der frischen, farblosen Fliissigkeit etwas Schwefel 16sen; ein zu altes
Reagens ist andererseits wegen der leicht eintretenden milchigen Tritbung
durch ausfallenden Schwefel unzweckmBig.*

Ferner schreiben Hall 18963) von der Unsicherheit der Ferrozyan-
kaliumreaktion und ‘Brauchbarkeit der sicheren Schwefelammonium-Reaktion,
und Abderhalden?) 1899, daB die Schwefelammonium-Reaktion zum
Nachweis des, wirklichen Vorhandenseins der betrefienden Eisenverbindungen
vorteilhaft ist.

Tirmann?®) 1896 denkt, dafl Ferrozyankalium-Reaktion nur fiir oxydi-
sche Verbindungen, wihrend Schwefelammonium + Ferrizyankalium (Turnbull-
blaureaktion) gleichzeitig fiir oxydisches und oxydulisches Salz gelten, und
glaubt bei seinen Untersuchungen ein viel groferes Bild mit der Turnbullblau-
Reaktion im Gegensatz zu dem Berlinerblaubilde beobachtet zu haben. Er
empfiehlt dabei sehr warm die Turnbullblau-Reaktion der Kob ertschen
Schule. Nach seiner Vorschrift verbleiben Schnitte in gelbem, nicht iiber drei
Wochen altem Schwefelammonium etwa 5 bis 30 Minuten, werden dann in
destilliertem Wasser, welchem einige Tropfen Schwefelammonium hinzugefiigt
worden waren, oder in Glyzerin abgespillt. Dann werden sie auf etwa eine
Minute in mit Salzsiure schwach angesinerte 20 prozentige Ferrizyankalinm-
Lisung getan. (Diese Lisung muB immer frisch bereitet werden, und man
vermeide solche mit einem griinen oder grauen Belag. Salzsiure fiigt man
erst kurz vor dem Gebrauch hinzu. Eine solche Losung hilt sich bis 16 Minuten
villig unzersetzt.)

1) Quineke, Uber das Verhalten der Eisensalze im Tierkorper. Du
Bois-Reymonds Arch. f. Anat. u. Physiol. 1868.

?y Quinecke, Uber direkte Eisenreaktion in tierischen Geweben. Arch.
f. experim. Path. u. Pharm. Bd. 37, 1896.

%) Hall, Uber das Verhalten des Eisens im tierischen Organismus. Arch.
f. Anat. u. Phys., Phys. Abt., 1896,

“YAbderhalden, Die Resorption des Eisens, sein Verhalten im Orga-
nismus, und seine Ausscheidung. Ztschr. f. Biol. Bd. 39 n. F. 21 H. 1,
1899,

) a.a. 0.
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Hilick (19051), 19082)) hat die Meinung gediuBert, daf Schwefel-
ammonium fiir die makroskopische Reaktion und die von der Kobertschen
Schule und besonders von Tirmann angegebene Turnbullblau-Reaktion
fiir mikroskopische Untersuchung durch ihre Genauigkeit und Intensitdt der
Farbe und Haltbarkeit warm zu empfehlen sei. Er hebt auch als Nachteil der
Ferrozyankalium-Reaktion hervor, daB sie nur an oxydischen Salzen wirkt,
und da in der menschlichen Leiche nun auflerdem sehr starke Reduktionsvor-
giinge sich abspielen, wenigstens bis zur Sektion und beim Beginn der Hixtung,
so ist es nicht undenkbar, daB oft auch noch ein Teil des priformiert vorhandenen
Oxydes in Oxydul iibergefiihrt wird und daB der Ausfall dieser Reaktion also
beim Menschen noch mehr Zufglligkeiten unterworfen ist.

" Trotzdem wird die Berlinerblau-Reaktion von vielen Autoren, die an diesem
Thema gearbeitet haben, wie Schneider, Zaleski3), Gierke, Ar-
nold4) und Schmorl usw. vorgezogen. Alle von vielen Autoren ange~.
gebenen Nachteile dieser Reaktion kbnnen mif vorsichtiger Technik und mit
gleichzeitiger Anwendung der andern Kontrollpriparate fast sicher. verhiitet
werden.

Allerdings stimmen die Anschauungen der Autoren iiber die Brauchbar-
keit der Schwefelammonium-Reaktion fiir makroskopische Priiparate fast
iiberein. Als Nachteile des Schwefelammoninms sind Unhaltbarkeit der Farbe,
UnzweckmiBigkeit zur Gegenfirbung und iiberhaupt kein farbenschones mikro-~
skopisches Bild usw. bekannt. Bei dem Ferrozyankalium ist eine nachteilige
Eigenschaft, daB es sehr oft diffundiert und daB es bisweilen, besonders bei
gleichzeitiger Anwendung von Ferrozyankalium und Salzsiure, von selbst
Berlinerblau bildet und sehr leicht zu Irrtiimern fithren kann. Diese nachteiligen
Eigenschaften der Ferrozyankalium-Anwendung kinnte man sehr leicht durch
Vergleich von Schwefelammonium-Priiparaten oder dadurch, daf die Schnitte
nicht zu lange in der Ferrozyankali-Salzsiuremischung liegen oder durch lingeres
Liegenlassen der Schnifte in Ferrozyankalium-Losung und nur sehr kurze Zeit
in sehr diinner, 0,5—0,2 prozentiger Salzsiure-Losung usw. erginzen.

Leicht zugingliche Gegenfirbung (Nach- oder Vorfirbung mit Karmin)
und Dauerhaftigkeit des farbenschénen Bildes sind dagegen vorziigliche Eigen-
schaften der Berlinerblan-Reaktion.

b) Auswahl der Methode fiir Eisennachweis.
Unsere Vorschriften.

Was nun die Auswahl der Methode betriflt, mu man obengenannte drei
Methoden — Ferrozyankali-Salzsiure- oder Berlinerblau-Reaktion, Schwefel
ammonium-Methode und Turnbullblau-Reaktion — vergleichen,

') Hiick, Beittige zur Frage iber die Aufnahme und Ausscheidung
des Eisens im tierischen Organismus. (Inaug.-Diss.) Rostock 1905,

?) a.a. 0. 1908, _ '

%) Zaleski, Die Vereinfachung von makro- und mikrochemischen Eisen-
reaktionen. Ztschr. f. physiol. Chemie Bd. 14 H. 3, 1889,

1 Arnold, Uber Siderosis und siderofere Zellen, zugleich ein Beitrag
zur ,,Granulalehre*, Virch. Arch, Bd. 161 H. 2, 1900.

15%
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Die von Quincke sehr warm empfohlene Schwefelammonium-Reaktion
ist keine zur eingehenden langdauernden Forschung anwendbare Methode, weil
die Schwierigkeit, eine gute und frische Liosung zu bekommen, die Unmdglich-
keit einer Gegenfirbung mit kernfirbenden Mitteln, ganz kurze Haltbarkeit
des Farbenbildes und der bekannte unangenehme Geruch des Reagens usw. zu
groBe Nachteile bedeuten.

In bezug auf die Empfindlichkeit der Reaktion verhilt sie sich sehr zweifel-
haft, trotz der Beschreibung Quinckes: ,Aber nicht nur weniger emp-
findlich ist die Ferrozyankalium-Reaktion fiir den mikrochemischen Nachweis
des Eisens, sie kann auch direkt irreleiten. Schwefelammonium dagegen ist
nicht nur viel empfindlicher, sondern auch zuverlissiger und unzweideutiger
als jene usw.*

Tirmann gibt in seiner Arbeit die von Neumann angegebene
Tabelle der Empfindlichkeitsgrenze fiir Metalle bei Reaktionen (die Zahlen ent-
stammen der kolorimetrischen Bestimmung im Reagenzglase, und wenn nun
auch die Verhiltnisse fiir eine Reaktion als in mikroskopischen -Schnitten, wo
man es mit eiweiBhaltigen Verbindungen zu tun hat, wesentlich andere sind)
folgendermaBen:

Reagens Empfindlichkeit
Ferrozyankalium 1: 500 000
Eisenoxyd < Rhodankalium 1: 1600000
Schwefelammonium 1 : 2000
Eisenoxydul [ Ferrizyankalium 1: 440000
{ Schwefelnatrium 1: 700 000.

Aus dieser Empfindlichkeitstabelle kann man ersehen, daf die Empfindlich-
keit des Ferrizyankaliums in Reagenzglisern an Eisenoxyd mindestens 250 mal
so empfindlich ist als die des Schwefelammoniums.

Ein anderer als Nachteil der Ferrozyankalium-Reaktion beschriebener
Punkt, daB die letztere nur an oxydischem Salze, wihrend Schwefelammonium
an oxyd1schem und oxydulischem Salze wirkten, scheint mir sehr zweifelhaft,
wenn man sich iiberlegt, daB das Ferrozyankalium mit Eisenoxydul nur bei
villigem LuftabschluB ein weiles Ferrokalium-Ferrozyanid oder Ferro-Ferro-
zyanid produziert, daf man es vielmehr doch fast immer hellblan erhilt, weil
diese Verbindungen an der Luft sofort oxydiert werden. So schreibt Tread -
welll) in seinem Buche diese Reaktion in folgenden Formeln:

/ K _~Ye
[Fe(CN) ] K 80,Fe = K,80, + [Fe(CN 6]—~K
\K
oder
/ II% S0,Fe _Fe
[Fe(CN)G]gK + SOZE = 2 K,80, + [Fe( cw)s]/

3 [Fe(CN),|Fe2 + 3H20 + 30 == [Fe(CN)e]aFe"’ +4- 2Fe(OH),
) Treadwell, Lehrbuch der analytischen Chemie Bd. I S. 93.
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Auch das weiBle Ferrokalium-Ferrozyanid geht an der Luft rasch in Ber-
linerblau iiber.

6[Fe(CN) ]/ ~Fe "+ 8H;0 430 = [Fe(CN),],Fes” -+ 8[Fe(CN), K, -+ 2Fe(OH),

Diese Verhaltmsse konnten natiirlich bei tierischen Gewebsschnitten etwas
anders sein, aber es 1st hichst wahrscheinlich, da im ganzen Vorgang der
Schmttbehandlung eine derartige Oxydation stattfindet. .

Auflerdem kommt das Eisen im organischen Gewebe wirklich sehr selten
als oxydulisches Salz vor. Aus diesem Grunde kann man bei Anwendung der
Ferrozyankalium-Reaktion keineswegs so bedeutende Nachteile als bel andern
Methoden haben.

Wodurch kann man denn die Ferrozyankalium-Methode ganz einwandfrei
gestalten ?

Wie Stoltzner') in seiner Untersuchung bestitigt hat, hat das
Eisenatom im Ferrozyanradikal bekanmtlich seine metallischen Eigenschaften
verloren, und die {iblichen Eisenreaktionen versagen den Ferrozyanverbindungen
gegeniiber. Wenn durch die Ferrozyankalium-Methode also Eisen nachgewiesen
wird, so miiBte es sicher im Gewebe vorhandenes Eisen sein. Jedoch ist diese
Vorstellung nicht in allen Fillen richtig, und deshalb konnte die bisherige An-
wendungsweise sehr oft irre fithren.

" Uber die niheren Eigenschaften des Ferrozyankaliums hat Auten -
rieth?) eingehende Studien angestellt. Er schreibt, daB von den Zyaniden
der Schwefelmetalle keine zusammengesetzte Zyanide mit verdiinnten Siuren
Blausiure abspalten und allgemein als die Salze komplizierter Metallzyan-
wasserstoffsiuren anfgefalBt werden, wie das Kaliumferro- und Ferrizyanid als
die Kaliumsalze der Ferro- bzw. Ferrizyanwasserstoffsiure. Diese Salze zeichnen
sich durch groBe Bestindigkeit gegen die Einwirkung von Siuren aus; und
auch das gelbe Blutlaugensalz galt wohl bisher allgemein fiir eine gegen ver-
diinnte — zumal schwache — S#uren recht bestéindige Verbindung. Nach
seiner Untersuchung an Blausiure und an einfachen Zyaniden neben Blut-
laugensalzist das gelbe Blutlangensalz keineswegs gegen verdiinnte und sechwache
Séuren bestdndig, sondern kann durch die schwichsten Siuren unter Bildung'
von Blausdure eine partielle Zersetzung erleiden. Dieses Verhalten gilt auch
fir eine ganze Reihe von organischen, megative Gruppen enthaltenden Ver-
bindungen in bezug auf das gelbe Blutlaugensalz, und zwar bei Temperaturen,
welche unterhalb der Siedetemperatur des Wassers liegen; es wird dabei ein
weiler Niederschlag von Kaliumferroferrozyanid K,Fe [Fe(CN),] durch Frei-
werden der Blausiure gebildet.

Autenrieth benutzte lprozentige Blutlaugensalzlosung und erhitzte
sie allméihlich, unter Einleitung eines méiBigen Stromes gut gewaschener Kohlen-

Yy Stoltzner, Uber Metallfirbungen verkalkter Gewebeteile. Virch.
Arch. Bd. 180, 1905.

2 Autenrieth, Zur Kenntnis des gelben Blutlaugensalzes und diber
den Nachweis von Blausiure neben Ferrozyaniden. Arch. d. Pharmazie.
(Ztschr, d. D. Apoth.-Vereins) Bd. 231 H. 2, 1893,
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siure. Bei 72—750 C. bemerkte er eine Trilbung der Fliissigkeit und konstatierte
starke Betlinerblau-Reaktion im aufgesammelten Destillat. Er glaubt in seinen
verschiedenen Versuchen mit Blutlaugensalz und Sdure stets eine Bildung von
Kaliumferroferrozyanid sicher konstatiert zu haben. Die Bestindigkeit des
letzteren im Gegensatz zum Kaliumferrozyanid soll nach seiner Ansicht von
der Konstitution ringférmiger Anordnung der Atome abhiingig sein.

K K K
| l
(C No)— o {CaNg)N v /(Cq Ns Yo,
Fol (e K “\(oN)/Fe Fe\(cN)>
| ]
K K K
Kaliumferrocyanid Kaliumferroferrocyanid — Kaliumferriferrocyanid
(unbestindig) (bestandig) (bestindig)

Aus diesem Grunde kénnte man die Anwendung der mit Salzsiure ver-
setzten Ferrozyankalium-Losung zum FEisennachweis als sehr unsicher auf-
fassen. Also ist es viel sicherer, daBl man die Schnitte erst eine gewisse Zeit
lang in Ferrozyankalium-Losung ohne Saurezusatz legt, um sie dann noch
nach kurzem Waschen in verdiinnte S#ure zu bringen. Salzsdure zu diesem
Zweck muf man — nach bisheriger Erfahrung — moglichst in diinner Losung
und sicherheitswegen nur kurze Zeit anwenden, um damit das Diffundieren
der blauen Farbe sicher verhiiten zu konnen.

Schneider?) hat schon auf diesen Punkt aufmerksam gemacht, und
er hat erst die lingere Einwirkung der 1- bis 2 prozentigen Ferrozyankalium-
Lisung, dann eine sehr kurze Einwirkung der 0,2- bis 0,5 prozentigen Salzsiure
empfohlen. Aus ibnlichem Grunde hat Hiick?) die Vorschrift gegeben,
die Schnitte einer 1, bis 24 Stunden langen Einwirkung der kaltgesittigten
Ferrozyankalinm-Losung auszusetzen und dann nach kurzem Abspiilen wenige
Minuten in stark verdiinnte Salzsiurelosung zu bringen.

Bei meiner Untersuchung habe ich eine moglichst sicher wirkende und
einwandfreie Methode ausgewéhlt und dabei im Gegensatz zu Hitck und zu
Noesske?) sehr interessante Erfolge erzielt.

Meine Vorschriften sind folgende:

Berlinerblau-Reaktion Schnitte in gesittigter Ferrozyan-
kalinm-Losung 1 bis 114 Stunden bei Brutofentemperatur. Kurzes Answaschen
in Wasser. Wenige Minuten in stark verdiinnter Salzsiurelosung (gewohnlich
2 bis 3 guttae Salzsdure in eine Schale Wasser von etwa 20 com). Griindliches
Augspiilen in reichlichem Wasser. Nachfirben der Priiparate in Alaunkarmin-
Losung. Ansspiilenin Wasser. 70 prozentiger, 97 prozentiger absoluter Alkohol,
Karbolxylol, Balsam.

. Als Kontrolle benutzte ich immer gewdhnliche Hamatoxylin-Eosinpra-
parate, Kalkreaktionspriparate nach Kossa (Schnitte in 1- bis 5 prozentigem

1) a. a. 0. 1890.

©2) 3. 2. 0. 1908,
%) a.a. 0. 1909,
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Argent. nitr. in-hellem Tageslicht 10 bis 30 Minuten, Auswaschen in Wasser,
Kernfirbung mit Alaun- oder mit Lithion-Karmin) und ab und zu die Schwefel-
ammonium-Priparate {(nach Quinckes Angabe). Aulierdem beniitzte ich
immer eine streng parallele Kontrolle von Oxalsiure-Priparaten (die Methode
folgt nachher). ‘

Betrets obengenannter Vorschrift ist es wichtig, das Ferrozyankalium
in sicher garantiert eisenirelem Aqua destillata zu 16sen und das angewandte
Reagens jedesmal nach dem Gebrauch zu erneuern und jeden Schuitt in einem
besonderen: Gefd8 in den Brutofen zu bringen. In der Glasflasche aufbewahrte
Ferrozyankalium-Lisung darf man nicht zu lange stehen lassen, es ist besonders
wichtig, von Zeit zu Zeit auf die Farbe der Losung zu achten, leicht biduliche
Verinderung der Farbe ist ein Zeichen von Blausiureabspaltung.

Eine Stunde lange Finwirkung des Reagens in Brutofentemperatur ist
bekanntlich viel sicherer und einfacher zur Wirkung als das 24 Stunden lange
Stehenlassen bei Zimmertemperatur, wie es bei andern Fixbungen der Fall ist.
Ferrozyankaliom-Losung obne Sturezusatz in diesex Temperatur ist natiirlich
unzersetzlich, aber wenn man die Angabe Autenrieths?) annimmt, daf
er in der Ferrozyankalium-Losung mit Pepton bei langem Stehenlassen ir
Korpertemperatur geringe positive Reaktion' von Berlinerblau nachgewieser
hat, so muB man doch sehr vorsichtig sein, die Ferrozyankalium-Losung be
Brutofentemperatur in Gegenwart der eiweiBhaltigen Gewebsstiicke zu lange
stehen zu lassen.

Aus diesem Grunde ist eine jedesmalige Erneumerung des Reagens und
die Benutzung besonderer GefdBe fiir jeden Schnitt sehr wichtig. Auchin diesem
Punkte sind Oxalsiurepriparate als wichtige, beweiskriiftice Kontrolle dex
Reaktion unentbehrlich. So in Ferrozyankalium-Lisung behandelte Praparate
werden in eisenfreiem Wasser nur kurze Zeit ausgespiitt und dann in ganz
schwach mit sicher eisenfreier S#ure angesiuerte eisenfreies Aqua destillata
gebracht. Bei dieser kurzen Anwendung der schwachen Salzsiurelosung tritt
meistens eine schine blaue Farbe anf. Nach griindlicher Auswaschen in eisen-
freiem  Aqua destillata, kommt es zur Nachféirbung in Alaunkarmin oder besser
in Lithionkarmin. Nachfirbung der Berlinerblau-Priparate ist sicherer und
vorteilhafter als Vortarbung, damit die Priiparate vor der Bildung des bestéindigen
Berlinerblau nicht mit den verschiedenen differenten Flitssigkeiten in Kontakt
kommen und um gleichzeitig den Grad der Kernfirbung der Intensitit der blauen
Farbe entsprechend beliebig einvichten zu kénnen. ‘

Kalkreaktionspriparate von Argentum nitricum bilden eine sehr einfache
und wichtige Kontrolle bei der Eisenreaktionuntersuchung, und ‘man kann
héufig sehr interessante Ergebnisse beim Vergleich der Berlinerblau-Reaktion
mit diesen Préiparaten erzielen. Man kann, worauf Hii ek schon aufmerksam
gemacht hat, die Salzsiurekonzentration bei Berlinerblau-Reaktion je nach
der Stirke der Kalkreaktion miBigen.

Die von Quincke und von andern Autoren empfohlene Kontrolle
der makroskopischen Schwefelammonium-Priiparate scheint mir nicht so wichtig,

}) a.a. 0.
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weil das Schwarzwerden der makroskopischen Knochenpriparate nicht immer
die vom Knochen selbst hervorgerufene Eisenreaktion ist, sondern man kann
sehr hiufig durch Knochenmarksreaktion getiuseht werden. Ich ziehe deshalb
fiir Schwefelammonium - Priparate bei jedem Xnochen erhiltliche diinne
mikroskopische Scheiben vor, welche fast ausnahmslos zur schwachen mikro~
skopischen VergroBerung brauchbar sind (siehe spiiter).

Jetzt komme ich nochmals auf die wichtigen Oxalsdurepriparate, durch
die ich ganz sicher jeden Irrtum bei der Ferrozyankalium-Reaktion, wie ihn
Autenrieth angegeben hat, verhiiten zu konnen glaube.

R oh11) (1905) hat in seiner Arbeit ,,Kalkablagerung in der Niere“ die
von Leutert?) (1895) angegebene, fiir Kalk sehr charakteristische Un-
loslichkeit in Oxalsiure und die bekannte Loslichkeit des Eisens in derselben
Sdure benutzt. Er brauchte die Oxalsiure zur Entfernung des Eisens aus
seinen Priparaten, um eine sichere Kalkreaktion anstellen zu konnen. Seine
Vorschrift lautet folgendermaBen: ,,Einlegen in wissrige Oxalsdure-Losung,
konzentriert oder besser zur Schonung des Schnittes auf die Hilfte verdiinnte,
bis man sicher sein kann, daB kein mikrochemisch nachweisbares Eisen mehr
im Schnitte vorhanden ist, etwa 1, bis 14 Stunde je nach Dicke und Beschaffen-
heit der Schnitte.* Die von R 6h!l angegebene Vorsehritt aber ist nicht so
sicher zur Eisenentfernung aus dem Schnitt, da ich durch meine Methode sehr
hiufig positive Eisenbefunde an nach R 6 h] behandelten Priparaten gefunden
habe. Ich liefl die Oxalstiure noch viel stirker auf die Priparate einwirken und
konnte fast bei jedem Fall konstante absolute Eisenfreiheit bekommen.

Sehnitte in konzentrierte oder halb mit Aqua destillata verdiinnte Oxal-
siurelosung eine Stunde bei Brutofentemperatur 8), Griindliches Auswaschen
in reichlichem, absolut eisenireiem Wasser.

Dann behandelt man die Sehnitte weiter streng parallel mit den andern
Schnitten in Ferrozyankalium-Losung.

Diese Oxalsiiure-Priparate muf man immer bei Untersuchungen des
Eisens als sicherste Kontrolle anwenden, um zu den mikroskopischen Priparaten
die so angenehme Berlinerblau-Reaktion als genaue und unzweideutige Methode
benutzen zu konnen.

Durch oben erwihnte verschiedene Technikangaben kann der mikro-
chemische Eisennachweis ganz einwandfrei gelingen, und man kann damit die
bei der Ferrozyankalium-Salzsiuremethode bisher bekannten Fehlerquellen
am sichersten beseitigen.

Bevor ich die Besprechung der Eisennachweismethoden zum Abschiuf
bringe, méchte ich einige Worte iiber die von Kobert und seiner Schule ¢)

1) Rohl, iber Kalkablagerung und Kalkausscheidung in der Niere.
(Festschr. £ Prof. J. Arnold.) Zieglers Beitr. 7. Suppl.-H. 8. 456, 1905.

2) Leutert, Sublimatniere. Fortschritte der Med. 13, 1895.

3} In dieser Anwendung der Oxalsiure kommt natiirlich bei dem Priparat
eine teilweise Entkalkung, aber niemals eine vollstindige Entkalkung vor,

) 2.a. 0,
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angegebene - und von - Hiick?!) warm eémpiohlene Turnbullblau-Reaktion
sagen. ~Zur Frage, ob sie zum Nachweis der oxydischen und gleichzeitig oxy-
dulischen Salze geeignet ist, ist és nicht ohne Nutzen, die Beschreibung Hiieks,
ferner die von Tirmann einmal genauer zu betrachten. Hiick schreibt,
daB die Priparate, welche eine makroskopisch ganz unzweifelhafte Eisenreak-
tion durch Schwefelammonium ergaben, eine solche mikroskopisch bei Paraffin-
behandlung und Anstellung der Ferrozyankalium-Reaktion nicht erkennen
liefen, und er glaubt, daB die Wirkung des Ferrozyankaliums schuld daran ist.
Tirmann schreibt: ,,Was den dritten Punkt (Vergleich der Turnbuliblau-
Realtion mit Berlinerblau-Reaktion) anbelangt, so fand ich bei einigen Fillen
in den Schnitten die Menge der blauen Koérnchen und Konglomerate bei Turnbull-
blau-Reaktion viel groBer als bei Behandlung mit Ferrozyankalium und
Salzséiure. Dieses kann nur wohl so erklirt werden, daf in dem betreffenden
Organ auch oxydulisches Eisen vorhanden war, welches durch die Turnbullblau-
Reaktion sichtbar gemacht wurde, wihrend es bei -der Berlinerblau-Reaktion
trotz der bei der mikroskopischen. Technik nach Ansicht einiger Autoren zu-
stande kommenden Ozonisation unbeeinfluft blieb* usw. (Er schreibt mchts
von der Behandlungsart der Schnitte bis zur Eisenreaktion.)

Trotz dieser Beschreibung michte ich keine Nachteile der Ferrozyan-
kalium-Reaktion in diesern Punkte erblicken (siehe meine Beschreibung an anderer
Stelle), und ich mdchte noch eine zur Verstirkung dieser Auffassung dienende
Tatsache hier hinzufiigen.

Bei meinen Untersuchungen an pathologischen Priparaten habe ich eine.
Gelegenheit zum Vergleich der verschieden bebandelten Priparate gehabt. Das
war ein verkalktes Lymphdriisenpriparat, bei dem anfangs das Eisen als negativ
und nach 134 monatlichem Stehenlassen in Formalinlosung als deutlich positiv
nachgewiesen werden konnte. Ich wollte an diesem Priiparat die Reaktions-
stirke am Gefrier-, Paraffin- und Zelloidinschnitte vergleichen. In diesem Falle
behandelte ich in ganz gleicher Zeitdaner Paraffin- und Zelloidinschnitte, und-
habe alle mit meiner vorhin angegebenen Ferrozyankalium-Methode gepriift.
Dabel war die Reaktion am Gefrierschnitt und am Zelloidinschnitt deutlich
positiv, und nur die am Paraffinschnitt war vollstindig negativ. Anfangs war
ich der Meinung, daB bei Paraffineinbettung wegen des unvermeidlichen Aus-
setzens in hoher Temperatur an irgendeiner Stelle etwa eine Reduktion oder
eine sonstige Veriinderung des vorhandenen Eisens hitte stattfinden konnen. Ich
wandte auf diese Paraffinschnitte verschiedene Oxydationsmittel, z. B. iiber-
mangansaures Kali, Wasserstoffsuperoxyd usw., in verschiedener Methode an,
in der Hoffnung, daB ich dadurch das nicht veagierende Fisen wieder zu einer
reagierenden Form bringen kounte. Es blieb aber immer bei dem gleichen
Erfolg; die Paraffinschnitte zeigten niemals positive Eisenreaktion.

Die Fehlerquelle in diesem Fall konnte ich schlieBlich bei einer andern
Gelegenheit finden, welche ich spiter bei der Vorbereitung der Priiparate be-
schreiben werde.

) a.a. 0. 1905.
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Darch diese znfilligen Befunde komme ich zu der Meinung, daB der von
Hitck und Tirmann beschriebene groBe Unterschied beider Priparate
vielleicht von der Verschiedenheit der Vorbereitung kommt, aber nicht in der
Reaktionsverschiedenheit zu suchen ist.

In folgender Beschreibung Hiicks?) ist das auch ziemlich klar aus-
gedriickt, er schreibt: ,,Jedoch auch mit ihr (Turnbullblau-Reaktion) konnte
ich nicht villige Ubereinstimmung des mikro- und makroskopischen Befundes
(Schwefelammonium-Reaktion) erzielen usw.” Also hat die Berlinerblau-
Methode gegen Turnbullblau-Reaktion hochst wahrscheinlich keinen Empfind-
lichkeitsunterschied.

Bei Turnbullblau-Reaktion dagegen sind die Priiparate in Ferrizyankalivm
+ Salzsdure einer grofien Gefahr ausgesetzt, wiesie Autenrieth bei Ferro-
zyankalium festgestellt hat und wie sie Tirmanmn?), wie aus folgender
Beschreibung ersichtlich, sehr gefiirchtet hat. Diese Losung (Ferrizyankalium-
Losung mit Salzsiure), schreibt der letztere, muB immer friseh bereitet werden,
und vermeide man solche mit einem griinen oder grauen Belag. Ferner sagt er,
daB die mit Salzsiure zugesetzte Ferrizyankalium-Losung sich nur bis 15 Minuten
villig unzersetzt erhilt usw. Kurz, man kann die Twrnbullblau-Reaktion nicht
der vorsichtigen Bedlinerblau-Reaktion vorziehen.

¢) Auswahlund Vorbereitung des Materials
zaum Eisennachweis.

Um dureh eine einwandireie Methode das intra vitam vorhandene Zu-
sammentreffen des Eisens und des Kalkes nachzuweisen, muf man nicht nur
der Reaktionsmethode, sondern auch noch andern verschiedenen Punkten bei
der Untersuchung (Auswahl und Vorbereitung des Materials, Priifung der
gebriuchlichen Flitssigkeiten und Gerdtschaften usw.) grofe Aufmerksamkeit
zuwenden.

Wie von Hiick und Noesske angegeben, muBl man moglichst frisches
Material (wombglich an lebendfrischen Priiparaten) ohne irgendeine Vorbe-
handlung in differenten Fliissigkeiten untersuchen. Schon lange Zeit in dif-
ferenten Fliissigkeiten aufbewahrte Priiparate zeigen sehr hiufig ganz andere
Fisenverhdltnisse als die der frischen Untersuchung. Hiick ist der Erste,
welcher die volle Aufmerksamkeit auf diesen Punkt gelenkt hat. Die Tat-
sache an sich ist aber in verschiedenen fritheren Arbeiten zu diesem Thema
unbemerkt beschrieben worden. So hat Quincke?) 1896 in seiner Arbeit
,,Uber direkte Eisenreaktion in tierischen Geweben geschrieben: ,,Zuweilen
ist die Eisenreaktion an dem frischen Organ gar nicht oder unvollkommen zu
erzielen, wihrend sie an dem mit Alkohol gehiirteten schneller und deutlicher
hervortritt.* '

Hall*) (1896) hat in seiner Arbeit eine Methode als ein neues Verfahren,
das in den Zellen enthaltene Eisen nachzuweisen, angegeben, Dasselbe besteht

1) a. a. 0. 1905.
2y a.a. O.
3) a. a. 0. 1896.
4) a.a. O.
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darin, in den ersten 24 Stunden der Alkoholhdrtung, der Liosung 5 bis 309,
Schwefelammonium zuzusetzen; es sollen dadurch gewisse Eisenverbindungen,
die ‘bei gewthnlicher Alkoholhéirbung in Losung gingen, unldslich fixiert und
dadurch fiir die spitere mikrochemische Reaktion zugiinglich gemacht werden.
Daraus geht also klar hervor, da8 ein zuweilen bemerkbarer Unterschied der
Eisenverhaltnisse zwischen frischen und alten Préparaten eine schon linger
bekannte Tatsache ist. Aber viele Autoren, wie Gierke und Sehmozxl,
haben leider diesem Punkte keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

Hiick?) hat 1908 in seiner Arbeit sehr wichtige Einwindean Gierkes
und an vielen bisherigen Arbeiten gemacht. Er glaubt, dab bei langerem Ver-
weilen in der Losung die Priparate einer groBen Gefahr ausgesetzt sind und
daB die aus solchen Methoden gezogenen Ergebnisse sehr fraglich sind.. Er
untersuchte das Material womdglich sofort nach der Sektion, also ohne irgend-
eine Konservierung, und beniitzte aus #hnlichen Griinden meistens Gefrier-
schnitte oder schnell in Paraffin eingebettete Priparate zum Eisennachweis.
Er kam zu folgendem Ergebnis: ,,Das Resultat meiner Untersuchungen ist also
dies, daB ich in den Fillen, wo die iibrigen Autoren Eisenreaktion kalkhaltiger
Partien feststellten, eine solche Reaktion nicht erhielt bei frischen oder rasch
vorbehandelten Objekten; dagegen erhielt ich die Eisenreaktion in der gleichen
schinen Weise, wenn die Objekte entweder in absichtlich mit Eisen verunreinigten
Lisungen behandelt waren oder in nicht zweifellos eisenfreien Medien gelegen
hatten. Er meint daher, daB alle Priparate zu dieser Untersuchung nicht
passen und alle weiteren hieraus gezogenen Schliisse von engen biologischen
Beziehungen zwischen Kalk und Eisen noch zu wenig gestiitzt sind.

Noesske?) (1909) glaubt, da8 das Eisen aus diffundierten eiseshaltigen
Gewebssaften stammt. Er schlieft das aus seinem Untersuchungsresultat, daf
bei frischem Matexial die Eisenreaktion meistens negativ war, wihrend sie bei
fixiertem oder gehéirtetem Material sehr hiufig positiv war; ferner daraus, da8
die im frischen Zustande gegeniiber der Eisenreaktion sichier negative Knochen
nach langem Verweilen in destilliertem, absolut eisenfreiem Wasser positiv
geworden waren und sich die Eisenreaktion dann nicht nur an den Knochen,
sondern auch hiufig am Periost finden Jaft.

So ist es klar, daB man bei der Untersuchung des Eisens um alle post-
mortalen Verinderungen auszuschliefen, nur moglichst frisches normales und
pathologisches Material nehmen muB. Uber die Brauchbarkeit der alten Prii-
parate zum Eisennachweis habe ich eingehende Untersuchungen gemacht, die
Resultate derselben sind spiter zu sehen.

Die Auffassung von Hiick und Noesske. daf das Eisen nachtriglich
in den Knochen imbibiert sei, gemif der von vielen Autoren (Arnold?),
Best?), Stoltzner®) wusw.) bewiesenen Affinitit zwischen Kalk und

1) a. a. 0. 1908.

%) a.a. 0.

3) a.a. 0.

4) Best, Uber mikroskopische Eisenreaktion. Verh. d. D. Path. Ges. 2, 1904,
5) a.a. O.
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Eisen, secheint mir sehr unwahrscheinlich, weil das Zusammentreffen von Eisen
und Kalk bei gleichen Bedingungen der Gewebe und der Umgebung keineswegs
parallel geht, es ist sogar sehr hiufig genau umgekehrt, und weil die Tatsache,
daB das Eisen fast konstant in Knochen von Erwachsenen und sehr hiufig in
pathologischer Verkalkung fehlte, was fast iibereinstimmend von vielen Autoren
nachgewiesen worden ist.

Ich habe bei meiner Untersuchung mein Material moglichst streng nach
der Angabe Hitcks und Noesskes ausgewihlt, so daB wir sagen konnen,
daB unser Material betreffs postmortaler Verinderungen ebenso einwandfrei
ist wie das dieser beiden Autoren. Unter meinem Material sind Embryonen
verschiedener Tiere, welche ich vom Gottinger Schlachthause tiglich ganz
frisch bekam, und Leichen von Nengeborenen und eines frithgeborenen Kindes,
die uns direkt von der hiesigen Frauenklinik in mdéglichst frischem Zustand
itherlassen wurden. Bei solchen Leichen habe ich gewthnlich mehrere Stiieke
von verschiedenen Knochenteilen heraumsgeschnitten (Knorpelknochengrenze
von Rippen, Epiphysenteile der grofen Réhrenknochen, Schidelknochen, Zehen
und Fingerknochen usw.). Von Leichen von grifieren Kindern, Erwachsenen
und von Greisen, welche hier im Pathologischen Institut zur Sektion kamen,
habe ich moglichst frisch die Knochenknorpelgrenze der Rippe herausgeschnitten
(mit derselben Vorsicht wie bei neugeborenen Leichen). Das pathologische:
Material wurde unter den gleichen Bedingungen direkt nach der Sektion heraus-
geschnitten. Eine Schwierigkeit in der Vorbereitung des Materials zum Eisen-
nachweis liegt, wie es Gierke und andere beschrieben haben, in dem Zwange,
die verkalkten Gewebe ohne vorherige Entkalkung schneiden zu miissen (Saure
zur Entkalkung lost die abgelagerten Eisenverbindungen auf). Daher wird die
Untersuchung an den Knochen von Erwachsenen und dem pathologischen
Material besonders schwierig. .

Zur Eisenreaktion an den Knochen der Embryonen oder der Neugeborenen
habe ich die von Hiick angegebene und betreffs einer postmortalen Im-
bibition einwandsfreieste Kochgefriermethode angewandt. Dieselbe besteht
darin (nach Vorschrift von Hiick): Organstiick wenige Minuten lang in
kochendes, absolut eisenfreies Wasser gelegt, dann wird es nach kalter Ab-
spiilung am Gefriertisch geschnitten und, ohne zu lange im Wasser liegen zu
lagsen, untersucht.

Eine kleine Anzahl wird nach kurzer (6 bis 12 Stunden) Fixation des
Materials in 4- bis 5 prozentiger, absolut eisenfrei garantierter Formalinlsung
am Gefriertisch geschnitten. Die fiir Gefrierschnitte fast unbrauchbaren zarten
Embryonen werden moglichst schnell in anfsteizender Alkoholbirtung, Chloro-
form, Paraffin eingebettet und geschnitten. Nur einiges von unserem Material
wurde fiir besondere Zwecke moglichst schnell in Zelloidin eingebettet. Bei
den Knochen von Erwachsenen, fiir welche die iibliche Methode der Schmitt-
herstellung anf Gefriermikrotom versagt, wandie ich statt Zupf- oder abge-
brochenen Knochenbalkenpriparaten eine bestimmte Methode an und konnte sie
so mit schwacher VergroBerung mikroskopisch untersuchen. Zu diesem Zweck
legt man das einige Millimeter dicke Knochenstiick auf den Kohlensiuregefrier-
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tisch, und nach vollstindigem Frieren kann man ohne besondere Miihe eine
mikroskopisch fiir schwache Vergroferung anwendbare diinne Scheibe durch
sigenden Zug mit dem starken Skalpell bekommen. Tch
konnte daher fast alles Material samt den Kountrollpriparaten mikroskopisch
untersuchen. Den makroskopischen Nachweis der Eisenreaktion an Gewebs-
stiicken halte ich fiir unsere Zwecke (besonders bei den Knochen) fiir unsicher.

d) Bemerkungen iiber die gebriuchlichen Flissig-
keiten und Gerdatschaften zun diesen Unter-
suchungen.

Simtliche zu benutzende Fliissigkeiten, wie Formol, Salzsiiure, Alkohol,
Chloroform usw., und vor allen Dingen das Wasser, und — falls man vorherige
Kernfirbung anwenden will — die Farblosungen miissen absolut eisenfrei
bleiben. Zum Eisennachweis in gebriuchlichen Fliissigkeiten benutze ich nach
vorheriger leichter Ansiumerung gewohnlich die direkte Rhodankalium-Probe.
Falls sie nicht anwendbar war, habe ich das Eisen in der Fliissigkeit durch Ab-
dampfung indirekt nachgewiesen. Es ist sebr wichtig, daB man bei der Rhodan-
kalium-Probe immer iiberschiissiges Reagens zu der vorhandenen Eisenmenge
hinzugieBt. Schiittelt man nachher die Losung mit Ather aus, so geht das
Rhodaneisen — Fe(CNS), in den - Ather iiber, und man kann sehr leicht die
rote Farbe' der Eisenverbindung wahrnehmen. . Alle absolut eisenfrei garan-
tierten Fliissigkeiten, insbesondere die Salzsiure, Aqua destillata und die in
eisenfreiem Wasser gemischte Formalinlosung, muB man in einer Flasche aus
dem als eisenfrei bekannten Jenaer Geritglas aufbewahren. Sonst konnen sie
sehr rasch, sogar schon am nichsten Tage, als eisenhaltig nachgewiesen werden.

AuBerdem muB man jede Fliissigkeit jedesmal vor Gebrauch auf Eisen-
gehalt priffen. Das zum Schneiden der Gewebe in Anwendung kommende
eiserne Messer kann man nicht vermeiden. Man kann indes vom Messer stammen-
des Fisen, wie schon Gierke und Hiick betonen, durch die Unregel-
mifigkeit von der typischen priformierten Eisenablagerung sehr leicht unter-
scheiden. Eisenhaltige Gegenstinde diirfen natiirlich mit den Flilssigkeiten
nicht in Beriihrung kommen.

Untersuchungen.

a) Eisenreaktion der Knochen bei Embryonen.

Wir benutzten zur Untersuchung viele Embryonen verschiedener Tier-
arten, welche wir vom Gottinger Schlachthause jedesmal in ganz frischem Zu-
stande bekamen. Es waren sechs Embryonen vom Schaf, verschiedener GroBe
(65 mm bis 27 cm Scheitel-Steifilinge), 4 Rinderembryonen (104 mm bis 50 em
Scheitel-SteiBlinge), zwei Schweineembryonen (32 mm, 45 mm) und ein 82 em
langer Ftus von einer Ziege. Viele von diesen Embryonen habe ich in moglichst:
frischem Zustande nach der Kochgefriermethode (in absolut eisenfreiem Wasser)
behandelt und 20 bis 25 p dicke Knochenschnitte bekommen; alle diese Prii~
parate habe ich hauptsichlich nach der Berlinerblau-Methode, mit streng
paralleler Kontrolle von Oxalsiiure-Priparaten, untersucht. Fiir die kleineren
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Embryonen gebrauchte ich eine kurze Hiirtung (6 bis 12 Stunden) in 4- bis-
b prozentigem, eisenfreiem Formol und dann eine moglichst schnelle Chioroform-
Paraffineinbettung (im ganzen dauert sie hochstens 2% Tage).

7Zn Kochgefrierschnitten nahm ich bei groferen Embryonen fast immer
die Verkalkungsgrenze der Schenkelknochen, und bei Paraffineinbettung habe
ich fast an allen kleineren Embryonen einen Frontalschnitt des Schidels, einen
Querschnitt des Brustkorbes und einen Lingsschnitt der Extremititen unter-
sucht. Bei zwei der grofiten Embryonen von Rind und Ziege konnte ich genan
die Knochenknorpelgrenze des Schenkels und der Rippen herausschneiden und
schone Gefrierschnitte bekommen. Alle Eisen- und Oxalsiurepriparate habe
ich nachher in Lithion- oder in Alaun-Karmin nachgefdrbt. AuBerdem benutzte
ich immer die Himatoxylin-Eosinmethode, die Kalkreaktionsmethode nach
Kossa und sehr hiufig die Kontrolle mit der Schwefelammonium-Reaktion.

In allen meinen Fillen (ausnahmsweise war ein 24 em langer Schafembryo
negativ) war die Eisenreaktion, soweit die Kalkablagerung aufgetreten ist,
immer positiv. Die Oxalsiure-Kontrollpréparate bliehen, trotzdem ich sie ganz
genau parallel behandelte, fast immer absolut negativ. An einem 32 mm langen
Schweineembryo konnte ich bei meinen verschiedenen Quer- und Langsschnitten
nur ganz kleine Knochenkerne in der Mitte der Wirbelkorper treffen, sie waren
nur als kleine blane Punkte sichtbar. Die Fisenreaktion der verschiedenen
behandelten Priparate war durchsehnittlich am Gefrierschnitte sehr stark und
an Paraffinschnitten relativ schwach. Das kann natiitlich von der Dicke der
Sehnitte abhiingig sein, aber wie mir scheint, und wie ich es bei anderen Fillen
festgestellt habe, hingt es von der Verschiedenheit der Vorbereitung ab.

An vielen deutlich blan reaglerenden Priparaten, wie es sehr hiufig an
groBeren Extremititenknochen-Priparaten besonders ausgeprigt erscheint,
sind es die Knorpelverkalkungszone und die Osteoblastenschicht des Periosts,
welche am stirksten reagieren; allmihlich wird diaphysenwirts die Blaufirbung
etwas schwicher. Dieser Unterschied der Farbenstirke ist natiirlich nieht so
deutlich, wie das beim Knochen Neugeborener der Fall ist. Besonders schén
ist die blane Firbung der Knorpelgrundsubstanz zwischen unregelmifig ge-
wucherten groferen Knorpelzellen in der Knorpelverkalkungszone. = Hier reicht
die Blaufirbung ziemlich weit in den Knorpel hinein und scheint mir viel weiter
eingedrungen, als das Bild der Kalkreaktion zeigt, Noch schoner ist die
Blaufiirbung der schon verkalkten oder vielleicht direkt vor der Verkalkung
stehenden Knorpelgrundsubstanz zwischen vergrofierten und vermehrten
Knorpelzellen an einem schrig getroffenen Rippenschnitte von einem relativ
kleineren Embryo, Ein Vergleich von Eisenpréparaten und Kalkpriparaten
solcher Bilder ist nicht immer so leicht, aber man kann bei vielen #hnlichen
Vergleichen wahrscheinliche Schliisse ziehen, da8 die blave Farbung nicht nur
an verkalkten Stellen, sondern auch an noch nicht verkalkter Knorpelgrund-
substanz sichtbar ist. Solchen Befund kann man zuweilen relativ leicht aus
dem Vergleich der Kalk- und Eisenpriparate durch die Zahl der gewucherten
Knorpelzellen, welche von der Knorpelgrindsubstanz umgeben sind, kon-
statieren. An einigen Paraffinpriiparaten, bei welchen die Eisenreaktion sehr
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schwach eingetreten ist, ist die Blaufirbung hiufic nur an der Verkalkungs-
grenze des Knorpels sichtbar und an anderen Stellen des Knocliengewebes nicht
mehr zu erkennen.

Bei jeder Blanfdrbung kann man, auch wenn die Stirke sehr verschieden
ist, als gemeinsame Erscheinung bemerken, daB die Blaufirbung gegen das
Periost ganz scharf begrenzt ist, wihrend sie an der Knorpelgrenze ziemlich
weit in die Knorpelgrundsubstanz hineindringt und dort allmiihlich abnimmt.
In Silberpriparaten zeigen die Kalkbilder bei starker VergroBerung immer eine
kornige Beschaffenheit, besonders deutlich in dem peripherischen Teil der
Verkalkungszone. Die Blaufirbung der Eisenreaktion ist aber fast niemals
kornig, sondern immer mehr diffus.

An solehen Verkalkungszonen embryonaler Knochen habe ich niemals
das Bild von Blutkdrperchennenbildung gesehen, wie es Mihlmanu*) und
andere ?) zu sehen glaubten.

Oxydationsversuche verschiedener Paraffinschnitte mit Wasserstoffsuper-
oxyd oder iibermangansaurem Kali ergaben niemals merkbare Unterschiede in
der Eisenreaktion. Das Deutlich- und Diffuswerden der Eisenbilder an ver-
schiedenen Priparaten nach lingerer Konservierung in Formollésung wurde
hiufig konstatiert.

b) Eisenreaktion der Knochen bei Neugeborenen.

Die mir zum Eisennachweis zur Verfiigung stehenden Leichen Neuge-
borener inklusive eines etwa 35 em Jangen frifhgeborenen Kindes waren 16
an der Zahl. Bei jeder Leiche habe ich fast immer die Knochenknorpelgrenze
der Rippen, Zehen, Finger, Epiphysenteil der Schenkelknochen und Schidel-
knochen usw., im allgemeinen méoglichst rasch wachsender Partien der Knochen
herausgeschnitten. Fast alle so ausgeschnittenen Knochen, welche ich zur
Kisenreaktion benutzte, habe ich gleich in eisentreies Aqua destillata gelegt
und Kochgefrierschnitte hergestellt. AuBerdem habe ich sehr hiufig, um ein
Priparat zu bekommen, die Knochen kurze Zeit in eisenfreie Formollosung
gebracht und dann in gefrorenem Zustande geschnitten. Bei jeder Untersuchung
der Eisenreaktion habe ich zur Kontrolle stets Himatoxylin-Eosin-, Silbernitrat-
und Oxalséurepréparate verglichen.

Bei fast allen Priparaten, selen es Kochgefrierschnitte oder Formalin-
gefrierschnitte, war die'Eisenreaktion im allgemeinen viel stirker als bei dem
Paraffinpriparate der Embryonen. An verschiedenen Priparaten war die Ver-
breitung des Eisengehaltes in der Knorpelgrundsubstanz der Verkalkungszone
sehr verschieden; ebenfalls war die Differenz zwischen blauer Eisenreaktion und
brauner Kalkreaktion an den Priparaten Neugeborener sehr verschieden aus-
geprigt. Es ist an dem Knochen der Neugeborenen besonders deutlich, daf die
Eisenreaktion in der Verkalkungszone und an der Osteoblastenschicht des

Yy Mihlmann, Uber die Ursache des Alters. Wieshaden 1900.
?) Bayerd, Entstehung roter Blutkirperchen. im Knorpel am Ossi-
fikationsrande., Arch. I. mikrosk. Anat. Bd. 23, 1884,
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Periostes am stirksten ist und nach den dlteren Knochenbiilkehen der Diaphyse
zu allmihlich abnimmt.

An den stéirkeren Knochenbilkchen ist die Blaufirbung nur an der Rand-
zone der Balken stark, und die mittlere Partie zeigh immer eine mehr rote Karmin-
farbe.  Diese Abschwichung der blauen Firbung und das Hervortreten der
Karmingegenfirbung nimm¢ nach der Diaphyse stindig zu (Fig. 1, Taf. IV). Das
gerade Gegenteil bietet das Kalkbild von Silberpriparaten an der Verkalkungs-
zone, néimlich in den jiingsten Teilen relativ schwache, hach der Diaphyse immer
stirker werdende Kalkreaktion.

Alle diese Verhiltnisse sind besonders deutlich an einem Knochenpri-
parate, bei welchem die Knorpelzellenwueherung nicht so méchtig und die Eisen-
reaktion der Verkalkungszone nicht so weit wie sonst in die Knorpelgrund-
substanz hineinging, dementsprechend ist auch die Abweichung des Kisen-
und Kalkbildes nicht so ausgeprigt. An solchen Priparaten ist der Farben-
unterschied der jiingeren und #lteren Knochenbalken sehr auifallend, dltere
Balken, der Diaphyse nehmen fast gar keine blaue Firbung mehr an, und im
Vergleich zum Kalkbild ist das erwiihnte umgekehrte Verhiltnis besonders
deutlich (Fig. 2, Taf. IV). Uberhaupt zeigt das Eisenbild bei den Knochen
Neugeborener einen groBen Unterschied zwischen relativ langsam und relativ
rasch wachsenden Xnochen. (Dieses Verhiltnis kann man sehr leicht durch
Verschiedenheit des Wucherungshildes der Knorpelzellen unterscheiden *). Bei
letzteren ist die blaue Firbung der Verkalkungszone bedeutend weiter in die
Knorpelgrundsubstanz hineingedrungen.

An Oxalsiurepriiparaten ist die Eisenreaktion absolut negativ, ganz wie
bei Embryonen. Stéirkerwerden der Eisenbilder nach lingerer Konservierung
der Priiparate in Formalinlésung wurde auch bei Neugeborenen sehr hiufig
beobachtet. Bei solchen Priparaten konnte ich eine sehr interessante Erschei-
nung verinderter Eiscnreaktion finden. Das war ein Rippenknochenpriparat,
welches anfangs nur ganz schwache Reaktion und dann nach 114 Monate langer
Konserviernng sehr deutliche Eisenreaktion zeigte. Die Beschaffenheit der
blauen Farbe in diesem nachiriglich mit Risen imbibierten Priparate zeigt
ganz andere Verhaltnisse als die von Anfang an deutlichen Eisen-
gehalt zeigenden Priparate. Letztere zeigen ganz regelmiBige Reaktionsstirke
und Verbreitung in dem schon erwdhnten Verhiltnisse, wihrend die anderen
unregelmifige und eine geradezu entgegengesetzte Stdrke und Verbreitung
des Eisenbildes zeigten. Bei den nachtriglich imbibierten Préparaten ist das
ganze Bild des Eisengehaltes fast nur durch Affinitét zwischen Eisen und Kalk
zu erkliren, das heifit, der stirkste Eisengehalt ist an den stirksten Knochen-
bilkehen sichtbar, also im ganzen parallel dem Kalkreaktionsbilde - (Fig. 3,
Taf. IV). Dieses Priparat ist ein wichtiger Beweis, daff die alten in diiferenten
Fliissigkeiten konservierten Priparate hiufig Irrtiimer veranlassen konnen,

1) An energisch wachsendem Knorpel wechseln die Knorpelzellen ihre un-
regelmiiBige Anordnung, indem sie sich in langen Ketten einander an-
schliefen. Die Kerne zeigen zahlreiche Teilungsfiguren. (Mihlmann:
Ursache des Alters.)
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und daB der im frischen Zustande gefundene Eisengehalt ganz anders ist als
der durch nachtrigliche Imbibition zustandegekommene.

¢) Untersnchung der Knochen von gréBeren Kindern
und von Erwachsenen.

Die Knochen von grofieren Kindern und von Erwachsenen wurden bisher
fir mikvoskopische Untersuchung ohne Entkalkung fiir unbrauchbar angesehen.
Solches Material ist nur vermittelst makroskopischer Reaktion mit Schwefel-
ammonium oder an abgebrochenen Knochenbalkenpriaparaten unvollstindig
untersucht worden. Es gelang mir durch die erwihnte Methode, relativ diinne,
tiir mikroskopische Untersuchungen zugingliche Schnitte zu bekommen. Das
Material stamamte von den Leichen zweier Knaben, sechs Personen mittleren
Alters und zweier Greise. Von allen diesen Leichen habe ich moglichst frisch
die Knorpelknochengrenze der Rippen zur Eisenreaktion  herausgeschnitten.

Die Eisenreaktion war nun an allen von diesem Material stammenden
Schnitten fast konstant negativ, und die Knochenbalken waren immer nur mit
Karmin rot gefdrbt.

Die durch 1 bis 115 Stunden lange Schwefelammoniumwirkung etwas
schwarzgriine Firbung der Priparate stellt keine Eisenreaktion der Knochen-
balken selbst dar, aber sie ist fast immer eine von Knochenmark hervorgerufene
Reaktion; dieses Verhiltnis konnte ich sehr leicht durch mikroskopische Unter-
suchung feststellen. Diese iibereinstimmende negative Eisenreaktion an Knochen
von grofieren Kindern und Erwachsenen (also nicht so schnell oder nicht mehr
wachsenden Knochen) ist nicht nur als Tatsache selbst wertvoll, sondern sie
ist ein Beweis, daB die positiven Resultate an embryonalen oder kindlichen
Knochen als ein sicheres Zeichen priformierten Eisengehaltes der Knochen
anzusehen sind.

d) Eisenreaktion an pathologischen Knoehen und
an pathologischen Verkalkungen.

Bei unseren Untersuchungen war der Eisengehalt des pathologischen
Materials besonders an Verkalkimgen und am pathologischen Zerstorungsproze8
der Knochen sehr inkonstant. Es scheint mir, als wenn sie keinen so konstanten
Eisengehalt haben, wie es bei wachsenden Knochen (physiologisch und patho-
logisch) der Fall ist, und als ob dort kein so strenger biologischer Zusammenhang
vorhanden ist. )

Unser Material dieser Kategorie war auBer solchen von Knochenneu-
bildungen wie Osteophytengewebe bei Osteomyelitis, Rachitis usw. je ein Fall
von Milzverkalkung, verkalkte tuberkulose Lymphdriisen von Rinden, Milz-
zystenwandverkallkung, tuberkulése Knochenkaries, Uterusgefiifverkalkung,
Herzmuskelverkallung, Schilddriisenverkalkung, verkalkte Aneurysmawand und
zwei Félle von Aortenwandverkalkung. In diesen pathologischen Verkalkungen
st Eisengehalt vorhanden in Milzverkalkung, UterusgefiBverkalkung, Herz-
muskelverkalkung, Schilddriisenverkalkung, Aneurysmawandverkalkung und in
einem Fall von Aortenwandverkalkung, wihrend er fehlte an verkalkten tuber-
kultsen Lymphdriisen vom Rind, an der.verkalkten Milzzystenwand und an

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd. 200, Hit, 2, 16
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dem zwejten Fall von Aortenwandverkalkung. Von pathologischen Knochen-
zerstirungsprozessen wurde nar ein Fall von tuberkuloser Wirbelkaries unter-
sucht; hier war die Reaktion negativ.

So kann man sehen, daf die Eisenreaktion an solchem pathologischen
Material, welches der groBten Moglichkeit der Imbibition aus umgebenden
Blutungsherden ausgesetzt ist, keine konstante ist. Bei solchen Fillen ist es
eine sehr schwierige Aufgabe, einen biologisch innigen Zusammenhang zwischen
Kallk und Eisen zn erkennen. Aus diesem Grunde mdchte ich auf solches patho-
logisches Material auBer meiner einfachen Beschreibung an anderer Stelle nicht
weiter eingehen, weil nach meinem Dafiirhalten das Eisen nur an physiologischen
und pathologischen Knochenneubildungen und -wachstum einen biologischen
Zusammenhang zeigen kann.

Im Gegensatz zu solchem an Eisengehalt ganz inkonstanten Material ist
der Eisenbefund an Knochenbildungsprozessen wie bei Osteophyten bei Osteo-
myelitis femoris und in zwei Féllen von Rachitis fast konstant und bedeutungsvoll.

All unser pathologisches Material wurde unter den gleichen Vor-
sichtsmaBregeln untersucht wie die normalen Knochen.

Danach lassen Priiparate von periostalem Osteophytengewebe bei
Osteomyelitis femoris positiven Eisenbefund erkennen. Alle neugebildeten
Knochenbilkechen sind fast gleichmi8ig diffus blau gefiirbt, nicht kérnig, wie
es bei Kalkreaktionspriparaten sichtbar ist. Im Vergleich mit Kontrollpri-
paraten von Kalkreaktion kann man an verschiedenen Stellen der Priparate
sehen, daB die Knochenbilkchen der Osteophyten bei Eisenreaktionspriparaten
deutlich grofer als die betreffenden Balken bei Kalkreaktionsbildern sind.
Dieser Unterschied der Knochenbalkengrenze ist in der mangelhaften Kalk-
ablagerung an der #uBersten Schicht des neugebildeten Knochenbalkens und
in dem deutlich nachweisharen Eisengehalt der ganzen Balkchen samt der
noch nicht ganz verkallten #uBersten Schichten der Knochenbalken zu suchen.
Die Bilder der Eisenreaktion sind also viel grisBer als die der Kalkreaktion, im
Gegensatzzu den Bildern, die Orth bei der Untersuchung des Kallus gefunden
hat. Diesen GroBenunterschied der Eisenbilder und Kalkbilder kann man nicht
mit Diffusion der Berlinerblau-Farbe erkliren, welche bei unvorsichtiger Ferro-
zyankalium-Reaktion stattfinden kinnte, weil die blaue Farbe sich ganz regel-
miBig und scharf gegen ihire Umgebung abgrenzt und keine solche Bilder an
anderen Stellen der Priparate sichtbar sind. Aus diesem Befunde kann man
die #uBersten schmalen Siume der Bilkchen als direkt vor der Verkalkung
stehende, nur mit Eisen beladene jiingste Partien der Knochen erkennen (Fig. 4
und 5, Taf. IV).

An frischen Rachitisfillen habe ich nur dreimal Gelegenheit gehabt Unter-
suchungen anzustellen; bei diesen drei Fillen konnte ich die Knorpelknochen-
grenze der Rippe und in zwei Fillen auBerdem noch ausgeprigte Schidelosteo-
phyten untersuchen. An allen diesen im frischen Zustande durch die Koch-
gefrier- oder Formolgefriermethode geschnittenen Priparaten traten die Eisen-
reaktionen im allgemeinen in ganz beschréinktem Gebiete positiv aumf. Bei
meinem Fall reagierte die Eisenreaktion nur an neugebildeten und im Beginn
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der Kalkablagerung stehenden Knochenpartien mit positivemn Resultat, wahrend
sie an alten, mit osteoiden Saumen umgebenen Knochenbalken diaphysenwérts
absolut negativ blieb. An den Schidelosteophyten war es sehr leicht, die neu-
gebildete duBere schneidbare Schicht und die alte innere Schicht zu unter-
scheiden. Diese neugebildeten, soeben in Verkalkung oder vor der Kalkablage-
rung stehenden, am stirksten Eisenreaktion zeigenden Bélkchen sind bei Silber-
priparaten nur ganz schwach mit braunen Kalkksrnern beladen und als wenig
kalkhaltige Teile erkennbar. Die Eisenreaktion an stiirkeren #lteren Knochen-
balken, welche bei Silberpriiparaten als am meisten kalkhaltig erschienen, ist
natiirlich fast absolut negativ (Fig. 6, Taf. IV)..

Also ist hier anch die Eisenreaktion nur an eben mit Kalk beladenen
oder direkt vor der Verkalkung stehenden Partien am stirksten, wihrend sie
am alten, stirkeren Balken und an jiingstem Osteoidgewebe vollstindig negativ
bleibt. Also die Kalk- und Eisenbilder zeigen keineswegs einen iibereinstimmen-
den Charakter, weder in Ausdehnung noch in Stirke der Reaktion. Eine solche
Erscheinung kann man deshalb nicht durch eine gleichzeitize Ablagerung von
Eisen an die eben verkalkten Knochenbalken, wic es Orth?') annimmt,
erkliren. Das Vorangehen der Eisenbilder vor den Kalkbildern ist dagegen,
wie Schmorl glaubt, sehr wahrscheinlich. Diese Erscheinung ist besonders
an Rachitispriiparaten ausgeprigt zu sehen, weil sich hier der Kontrast von
neugebildeten und alten Knochenbalken in einem Gesichtsfeld kiar prasentiert.

Im allgemeinen sind unsere Untersuchungsmaterialien pathologischer Ver-
kalkungen nicht geniigend und die Resultate keine einheitlichen. Ts bedart
noch weiterer Forschungen, bevor ich eine bestimmtere Deutung und SchluB-
folgerung daraus ziehen kann. Nur bei den Knochenneubildungsprozessen sind
‘die positiven Befunde in allen drei Féllen gemeinsam, und alle diese sind sehr
interessant zur Bedeutungsbestimmung des Eisengehaltes.

Ein Beispiel von nachtriglich von auBen imbibiertem Eisen habe ich schon
in der Beschreibung des Eisenbefundes bei Neugeborenen beschrieben. Es gibt
noch ein interessantes Beispiel von nachtriglich imbibiertem Eisen unter meinen
‘pathologischen Verkalkungspriparaten. Bei der Verkalkung von tuberkuldsen
Lymphdriisen vom Rinde war die Eisenreaktion anfangs ganz negativ, und
nach 40 Tagen wurde sie sehr deutlich positiv. An diesem Priiparate stimmt
das Eisenbild genau mit dem Kalkbild {iberein, und auBerdem kann man eine
leichte diffuse Farbung der umgebenden Gewebe konstatieren. Etwa eine Stunde
in Oxalsiurelésung bei Brutofentemperatur gefauchte Priparate waren voll-
stindig negativ, und ein so enteisenter Schnitt ist nach zweitigiger Konser-
vierung in eisenhaltig nachgewiesener Formolldsung wieder sehr deutlich positiv
geworden 2).

1) a.a. 0.

%) Das ist ein Beweis, daB die vollstéindige Entkalkung bei einer Stunde
langen Behandlung der Schnitte in Brutofentemperatur niemals statt-
finden kann, und gleichzeitig ist es ein Beweis, daB sich kalkhaltige Stellen
nachtriiglich bei der Konservierung sehr rasch mit Eisen imbibieren konnen.

16*
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Noch einen interessanten Zufall habe ich bei diesem Priparat getroffen;
das war der sehr deutliche Reaktionsunterschied derselben Priiparate zwischen
“Gefrier-, Zelloidin- und Paraffinschnitten. Zum Vergleich der Reaktion an
drei verschiedenen Schnittarten benutzte ich meine verkalltten Lymphdriisen-
préparate nach 40 tigiger Konservierung in Formol. Die Eisenreaktion wurde
in der angegebenen Weise gepriift, und die Resultate waren bei Gefrier- und
Zelloidinschnitten deutlich positiv, wihrend sie bei Paratfinschnitten vollstindig
negativ waren. Ich habe diese Zelloidin- und Paraffineinbettung absichtlich
genau in demselben Zeitraum fertiggemacht, und doch waren die Resultate
ganz anders. Weil ich anfangs der Meinung war, daf bei Paraffineinbettung
durch die Warmeeinwirkung oder durch irgendeine Verinderung, etwa Reduk-
tion des Eisens, eintreten kionnte, habe ich vor der Ferrozyankalium-Behandlung
verschiedene Oxydationsmittel in verschiedener Weise probiert (itbermangan-
saures Kali, Perhydrol usw. dabei angewendet!). Die Eisenrealktion aber blieb
immer negativ. SchlieBlich konnte ich ziemlich deutliche Eisenreaktion in dem
zur Einbettung benutzten Chloroform nachweisen. Daraus kann man schlieflen,
da8 die negative Eisenreaktion bei Paraffinpriparaten durch die hohere Tem-
peratur in Chloroform verursacht werden kamnm. Dies gibt eine Erkldrung fiir
die sehr hiufig beobachtete negative oder schwéchere Eisenreaktion bei Paraffin-
sehnitten, wiahrend sie bei anderen, z. B. Gefrier- oder Zelloidinschnitten, sehr
deutlich nachgewiesen werden kann.

Ein solches Verhalten hat Hii ck?') auch einmal erfahren und glaubte,
daf sie von der verschiedenen Zeitdauer der Behandlung (kiirzere Paraffin-
einbettung und lingere Zelloidineinbettung) kiime. Das paft aber nicht bei
meinem Fall, wo der Gefrier- und Zelloidinschnitt positiv und ein bei gleicher
Zeitdauer behandelter Paraffinschnitt negativ war. Es besteht wohl kein Zweifel,
daB das Eisen bei hoherer Temperatureinwirkung bej gewissen Gelegenheiten
in das Chloroform iibergehen kann. So kann man sagen, daB der Paraffinschnitt
fiir Eisennachweis sehr unsicher st

e) Brauchbarkeit der alten Praparate zum genauen
Fisennachweis.

Seit Hiick (1908) und Noesske (1909) auf die grofe Fehlerquelle
der bisherigen Beobachtungen fiir den Eisennachweis aufmerksam gemacht
haben, wurde die Frage nach der Brauchbarkeit der alten, in differenten Fliissig-
keiten konservierten Priparate zum genauen Eisennachweis ein wichtiger Streit-
punkt. Diese Frage richtig und griindlich zu 16sen, habe ich einerseits bei
meinen Untersuchungen verschiedene Zufille von der Seite der Priparate
beachtet und andererseits direkt die Konservierungsflitssigkeit in vielen Féllen
gepriift. Ich habe schon an verschiedenen Stellen iiber die Verinderung des
Eisengehaltes der Priparate nach lingerer Konservierung in differenten Fliissig-
keiten geschrieben. Konservierungsiliissigkeiten habe ich im Gottinger Patho-
logischen Institut an iiber 100 verschiedenen Fillen (2 Monate bis 3 Jahre
‘alte Préiparate) auf Fisengehalt gepriift. Die Nachweismethode des Eisens ist

1) a. a. 0. 1908.
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sehr einfach; nach leichter Anséinerung der Fliissigkeit mit eisenfreier Salzsiure
gieBt man den UberschuB von der Rhodankahumlosung hinein, dann schiittet
man in Ather aus.

Die zur Untersuchung gelangten Fliissigkeiten waren in 25 Fillen die
Konservierungsfliissigkeiten von meinen zum Eisennachweis benutzten em-
bryonal- und neugeborenen Knochenpriparaten. 6 von diesen Priiparaten
sind nach Hirtung mit eisenfreier Formolldsung in Alkohol, andere 19 sind
nur in-eisenfreier Formollosung konserviert (die neueste ist nan zwei Wochen
alt). Kisenreaktion war in 11, also 449 positiv. (Alkohol und Formol geben
dabei keinen groBen Unterschied).

Von anderen 80 Fliissigkeiten waren 25 positiv, also 31%,. Dieses waren
meistens Geschwiilste und gemischte Priparate. Es ist sehr bemerkenswert,
daB fast alle diese 80 Priiparate schon iiber 1 Jahr lang konserviert und nur
819, positiv waren, wihrend bei meinen Knochenpriparaten, trotzdem sie
anfangs in absolut eisenfreien Fliissigkeiten konserviert und alle nicht #lter
als einige Monate waren, 449, positiv waren. Amngesichts dieser merkwiirdigen
Erscheinung dachte ich, daB das Eisen nicht, wie Hiick glaubt, von den
Konservierungsgefifien allein abstammen, sondern auch aus dem Gewebe heraus-
freten kinne. Diese Frage genauer zu beantworten, habe ich andere vergleichende
Beobachtungen gemacht; einerseits nahm ich fiinf gewthnliche Gliser mit
absolut eisenfreier Formollésung ohne Préiparate, und andererseits fiinf Jenaer
Geritglas-Reagenzgliser (bekanntlich fast absolut eisenfrei) mit eisenhaltigen
Knochenpréparaten in absolut eisenfreier Formollgsung. Schon mnach einer
Woche konnte ich bei der Eisenpriifung in der Fliissigkeit zweimal in ersteren,
dreimal in letzteren positive Resultate konstatieren. Nach zwei Wochen waren
die Resultate fast dieselben.

Also mochte ich mit der groBten Wahrscheinlichkeit behaupten, daB das
Eisen, worauf Hiick?) aufmerksam gemacht hat, vom Glas in die differente
Fliissigheit und im eisenfreien Glas, wie. Noesske?) es gesagt hat, vom
eisenhaltigen Gewebe in die Fliissigkeit iibergehen kann. Also wenn in der Nihe
des Eisens kalkhaltiges Gewebe liegt, so ist es denkbar, daf wegen der groBen
Affinitit nach kurzer Zeit das Eisen in den Kalk imbibieren kann. Gleichzeitig
ist es auch denkbar, daf die eigentlich eisenhaltizen Gewebe dagegen gleich
ihren Fisengehalt verlieren kénnen.

- Also Eisengehalt im Gewebe direkt nachzuweisen ist bei alten, schon lange
Zeit in Fliissigkeit konservierten Priipavaten sehr unsicher und kann leicht zu
Irrtimern fithren. So ist die Angabe Hiicks und Noesskes, daB das
Material zum genanen Eisennachweis ein méglichst frisches und noch nicht
lange konserviertes Priparat sein muB, zu Recht bestehend. Ob die von Ha113)
(1896) angegebene Methode, alte Priparate noch zum Eisennachweis brauchbar
erhalten zu konnen, tauglich ist, bedart noch weiterer Forschung. Hall hat
in seiner Arbeit ein neues Verfahren, das in der Zelle enthaltene Eisen nachzu-
weisen, angegeben; dasselbe besteht darin, in den ersten 24 Stunden der Alkohol-

1} a.a. 0. 1908.
2) a. a. O.
3) a.a. O.
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hirtung der Losung 5 bis 309, Schwefelammonium zuzusetzen; es sollen dadurch
gewisse Eisenverbindungen, die bei gewdhnlicher Alkoholhértung in Losung
gehen, unldslich fixiert und dadurch fiir die spatere mikrochemische Reaktion
zuginglich gemacht werden.

Aus der Literatur hat Gierke?!) auf den Eisengehalt der Knochen
Neugeborener und der Embryonen in folgender Weise aufmerksam gemacht:
. Bei allen fand sich vollig iibereinstimmend Eisengehalt des ganzen Skelett-
systems, soweit Verkalkung eingetreten war, am ausgesprochensten an den
Ossifikationsstellen.* Ferner: ,,Mikroskopisch erkennt man, daff das Eisen genaun
an den Stellen, in denen laut Nachweis mit Hamatoxylin und den spezifischen
Kalkfirbemethoden kornige Verkalkung der Knorpelgrundsubstanz beginnt,
nachweisbar ist. ,,Auch die neugebildeten Knochenbalken nehmen, besonders
an den Rindern, Blaufirbung an; diese wird nach dem Zentrum des Knochens
geringer; wir sehen hier also nicht véllige Kongruenz mit dem steigenden Kalk-
gehalt gewahrt und das Bisen, besonders an den Stitten der Knochenbildung,
aufgespeichert* usw. ‘

Auflerdem sagt Best?) in seiner Arbeit, daB sehr hiufig, aber nicht
immer, embryonaler Knochen die Eisenreaktion gibt. Im Gegensatz zu den
letztgenannten Autoren ist Hii ¢k ) der Meinung, daB er durch seine Unter-
suchungen an Embryonen festgestellt habe, daB frische, nicht vorbehandelte
Priiparate an den kalkhaltigen Teilen des Skelettsystems sich stets als vollig
eisenfrei bei den gebriiuchlichen Reaktionen erweisen. Ferner ist jiingst
Noesske?), der an lebendfrischen normalen und pathologischen Knochen
von Foten, Kindern usw. und an Kalkgeweben die Eisenreaktion untersuchte,
dabei wie Hiick zu dem iiberraschenden Exgebnis gekommen, daB der nor-
male fotale Knochen in frischem Zustande keine Eisenreaktion gibt. FEr faBt
also die ganze Eisenveaktion fotaler und kindlicher Knochen vielleicht nicht
anders auf, als daB es eine Imprignation des Knochens mit 16slichem, aus den
inneren Organen und Geweben bzw. dem Blute stammendem Eisen sein kinnte
und daB die Diffusion eisenhaltiger Gewebssifte und die groBe Affinitdt des
verkalkten Gewebes zum FEisen die beiden wichtigsten Faktoren fiir das
Zustandekommen der Eisenreaktion des Knochens im ungehdrteten Unter-
suchungsmaterial sind.

Von meinen Untersuchungen zeigen, wie ich es schon an ver-
schiedenen Stellen sagte, die embryonalen und kindlichen Knochen,
trotzdem ich am genauesten die Bedingungen der vorher genannten
Autoren erfiillt habe, fast konstante positive Eisenreaktion. Diese
Fisenreaktion ist am stirksten an der Knorpelknochengrenze und
an der innersten Schicht des Periosts, und blafit allm#hlich,

1 oa.a O
%) a.a 0. 1904,
3} a.a. 0. 1908.
4) a. a. O.
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nach der Diaphyse und ebenso nach der knorpelwirts weit in
Grundsubstanz zwischen gewucherten und vergréBerten Knorpel-
zellenséulen ab. Diese Verhéltnisse sind besonders deutlich und
relafiv yasch an mnicht so schnell wachsenden (mit geringeren
Knorpelzellenwucherungsfiguren) Knochen sichtbar. Die Grenze
der blauen Farbung der Knorpelgrundsubstanz tiberschreitet peri-
pheriewérts ziemlich weit die des Kalkgehaltes. AuBerdem ist
die Erscheinung, daff iiberhaupt das Eisenreaktionsbild nicht
parallel zum Kalkreaktionshild ist, sehr bemerkenswert. Die Ver-
héltnisse im groSen und ganzen sind haufig umgekehrt; die
schwiichste Eisenreaktion findet sich am stidrksten Knochenbalken
der Diaphyse, wo der Kalkgehalt am reichlichsten ist, wihrend
die starkste Eisenreaktion an der Knorpelverkalkungszone oder
an der Osteoblastenschicht des Periosts auftritt, wo die Knochen
am jingsten und der Kalkgehalt am schwichsten ist. Dieses Bild
der Kalk- und FEisenreaktion kann man niemals nur durch post-
mortale Tmbibition gemif Affinitat von Kalk und Eisen erklaren,
sei es, daB das Eisen aus den Flissigkeiten (Hiiek) stamme,
sei es aus umgebenden eisenhaltigen Geweben (Noesske)
oder schlieflich aus Blutungsherden der Umgebung.

Im Gegensatz dazu habe ich schon an anderen Stellen einen
interessanten Fall von Knochen Neugeborener, wo die Eisenreaktion
in frischem Zustande ganz shewach, nur an der Knorpelverkalkungs-
zone nachweisbar war und die nach zweimonatiger Konservierung
in Formollosung sehr stark geworden war, beschrieben. Bei diesem
Falle von nachtréiglicher Imbibition kann man einen sehr auf-
fallenden Unterschied der Eisenreaktionsverhaltnisse gegeniiber den
frischen Eisenreaktionsbildern bemerken. Bei ersteren gehen Kalk-
und Eisenbilder im ganzen fast parallel, derart, daB stérkste isen-
reaktion an kalkgehaltreicheren Knochenbalken, schwichere Re-
aktion an kalkgehaltminderreichen jiimgeren Knochenpartien auf-
tritt. Also sind in dieser Beziehung die Resultate meiner Unter-
suchungen fast gleich denen von Gierke und Schmorl und
nichts anderes als eine Bestatigung der Erhebungen dieser Autoren.

Ferner ist das Kalkreaktionsbild an allen Priparaten, besonders
an der Verkalkungszone, als kleinkornig vorhanden, wihrend das
Eisenbild an den betreffenden Stellen nicht aus Kornchen besteht,
sondern iiberall diffus gefarbt ist, im Gegensatz zu Orths Befunden
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beim Kallusgewebe. Das ist auch ein Beweis, dal das Eisen nicht
nur durch Affinitat imbibiert ist, sondern auf Grund gewisser bio-
logischer Verhiltnisse hier aufgespeichert worden ist.

Von meinen Untersuchungen an Embryonen und an Neu-
geborenen sind am wichtigsten: die fast konstante positive Eisen-
reaktion der Knochengewebe, besonders deutlich an jiingeren
Knochenpartien wie Verkalkungszone und Osteoblastenschicht des
Periosts, withrend sie an alteren Knochenbalken deutlich schwicher
ist, und das Uberschreiten des Eisenbildes knorpelwirts itber das
Kalkbild, die wmgekehrten Verhiltnisse des Kisen- und Kalkbildes.

Vom Hisengehalt der Knochen von Erwachsenen oder von
groBeren Kindern sind bisher sehr mangelhafte Untersuchungen
gemacht. Gierke hat den Eindruck gewonnen, dal der Hisen-
gehalt im extrauterinen Leben bedeutend vermindert, wenn nicht
ganz aufgehoben ist. Schmorl schreibt in seinen Untersuchun-
gen an pathologischen Materialien, dal am fertigen ausgebildeten
Knochengewebe eine Eisenreaktion nicht zu erzielen ist. AuBer-
dem schreibt Best, daB Knochen Erwachsener keine Reaktion
zu geben scheinen. Ferner hat Orth gefunden, daB der fertige
Knochen die Berlinerblau-Reaktion nicht mehr gibt.

Die mangelhaften Ergebnisse des Eisengehalts beim Erwachse-
nen rithren von den Schwierigkeiten der Untersuchungsmethode
ohne vorherige Entkalkung her. Bei meiner Untersuchung war
die Fisenreaktion der erwachsenen Knochen vollstindig negativ,
wihrend sie an embryonalen, neugeborenen und an vielen patho-
logischen Knochen positiv gewesen sind. Dieser negative Eisen-
befund der Knochen von Erwachsenen ist nicht nur als solcher
wertvoll, sondern zeigt auch einen auffallenden Widerspruch zu
der Annahme von Hiick und Noesske, daf der bisherige
Nachweis von FEisengehalt als Kunstprodukt oder postmortale
Erscheinung aufgefaBt und alle Befunde durch die bekannte Af-
finitqt zwischen Fisen und Kalk erklirt werden konnten. . Die
negative Eisenreaktion der Knochen Erwachsener und die umge-
kehrten Verhsltnisse zwischen Kalk- und Eisenbildern sind alle
zur Bedeutungsbestimmung des vorhandenen Eisens sehr wichtige
Tatsachen.

Betreffs des Eisengehalts pathologischer Knochen und Ver-
kalkungen sind die bisherigen Untersuchungsergebnisse sehr wider-
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sprechend. Von fritheren Autoren, welche ohne besondere Riiek-
sicht auf Materialauswahl untersucht haben, ist héufig negativer
Eisenbefund angegeben, wihrend von den neueren Autoren, welche
nur frisches Material benutzten und an vielen physiologischen
Knochen negative Resultate bekommen haben, er hier positiv
befunden wurde.

Zum Beispiel erhielt Gierke?) an einem grofen Teile der
Sandkorper der Adergeflechte und der Zirbeldriise, verkalkten Teilen
der Milzinfarkte, verkalkten Strumen, Zylindermassen der Harn-
kandlehen von Sublimatvergiftungsniere, Verkalkungen in der
Plazenta, verkalkten Ganglienzellen, Sandkirpern des Psammoms
usw. positive Eisenbefunde, wihrend er von verkalkten Arterien-
wanden, verkalkter Lymphdriisentuberkulose und  Lungenherden,
Kalkinfarkt der Kaninchennieren und in zahlreichen verkalkten
Partien von Geschwiilsten niemals einen Eisengehalt nachgewiesen
hat. Romna? hat an elastischen Fasern der Riesenzellen im
lupdsen Gewebe eine Eisenreaktion nachgewiesen, ferner Best3)
an den Augen bei intraokularer Knochenneubildung eine Kisen-
reaktion verkalkter Partien beobachtet.

Schmorl4) hat bei seinen Untersuchungen der Kisen-
reaktion an Kallusgewebe, Schwangerschaftsosteophyten, Knochen-
tumoren, Ostitis deformans, Osteomalazie, Rachitis usw. die Re-
sultate angegeben: daB am fertigen ausgebildeten Knochengewebe
eine Kisenreaktion nicht zu erzielen ist, daB aber iiberall da, wo
eine Neubildung von kalkhalticem Knochengewebe stattfindet, die
jingsten Knochenteile meist eine deutliche, wenn auch verschieden
starke Kisenreaktion geben. Ferner wurde bei Osteomalazie die
Eisenreaktion an den wihrend der Dauer der Krankheit neuge-
bildeten Partien, und zwar stets dann, wenn die Kalkablagerung
stattgefunden hatte, nachgewiesen. An den Knochenbalken; die
alten Knochenteilen entsprechen und mehr oder minder breite
Stdume osteoiden kalklosen Knochengewebes aufweisen, fand sich
sehr héufig an der Grenze zwischen kalkhaltigem und kalklosem
Gewebe eine feine Linie, mitunter aunch ein mehr oder minder

1 a.a. 0.
2) a.a. O.
3} a.a. 0.
‘) a.a. O.
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breiter Streifen, der deutlich und haufig sehr intensive Eisenreaktion
gab. Bei den Fillen von Rachitis konnte er keine Eisenreaktion
an florider und beginnender Rachitis finden, wihrend in andern
Fallen, wo das Wiederauftreten der Knorpelverkalkung, also eine
Tendenz zur Heilung, stattgefunden hatte, an vielen Knochen-
bilkchen an der Grenze zwischen kalkhaltigem und kalklosem
Gewebe sowie im Zentrum von villie kalklosen Bilkchen und an
den Stellen des gewucherten Knorpels, an denen sich mittels Silber-
reaktion eine eben beginnende Ablagerung von Kalksalzen nach-
weisen lieB, eine deutliche, und zwar meist eine sehr starke Eisen-
reaktion erzielen.

Hoffmann?) hat an jedem Knochenbalken von Barlow-
scher Krankheit einen intensiven Eisensaum dicht an der Kam-
biumsehicht der Osteoblasten und an den der Spongiosa zuge-
wendeten Seite der praparatorisch verkalkten Knorpelsiulen nach-
gewiesen. Ferner haben Ehrlich?) an elastischen Fasern,
kisigen Herden, verddeten Glomerulis, Membrana elastica interna
der Arterien usw. Eisen mit Kalk, O rth?3) an 15 tigigem Kallus-
gewebe bei Einkeilungsbriichen des Schenkelhalses Kalkbilder und
Eisenbilder in volliger Ubereinstimmung gefunden. Orth hat
das Eisen nur an Kalkablagerungsstellen, nicht diffus, sondern in
der gleichen kornigen Beschaffenheit, wie sie die Kalkmassen dar-
boten, bemerkt und schreibt weiter: ,,In meinen Kalkbalkchen
war keine diffuse Tmbibition des Grundgewebes mit Eisensalzen
eingetreten, sondern iiberall lieB sich die Blaufarbung auf blaue
Kornchen zuriickfithren.*  An frischen Materialien hat Noesske?)
bei Osteomyelitis, Tuberkulose, osteoplastischer Karzinose, Becken-
sarkom usw. positiven Eisenbefund festgestellt und schreibt, daB
im frischen Zustande keine Eisenreaktion an normalen fotalen
Knochen zu sehen ist, wahrend pathologisches Knochen- und
Kalkgewebe haufiger, aber keineswegs regelmaBig mehr oder
weniger deutlichen Eisengehalt zeigt.

Bei meinen Untersuchungen ist der Eisengehalt der patho-
logischen Materialien, ausgeschlossen drei Fille von Knochen-
nenbildungsprozessen, sehr unbestimmt.

1) a. a. O.

2) a. a. O.
% a.a 0. 4y a.a 0.
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An solchen Verkalkungen kann man die nachgewiesene Kisen-
reaktion als ohne physiologische Bedeutung, wie Rona?') bel
der Verkalkung in elastischen Fasern gedacht hat, auffassen. Lr
schreibt bel seinem Falle: ,,Nicht bloR die Verkalkung, sondern
auch die Eisenimprignation der elastischen Fasern ist die Ifolge
einer degenerativen Vertinderung derselben* und fafit sie als ohne
besonderen physiologischen Zweck entstehend auf.

Am pathologischen KnochenprozeB, wo Knochenneubildung
denkbar ist, sind die Eisenverhiltnisse ganz anders: Drei von
mir untersuchte Fille waren positiv, und zwar stets in bestimm-
ter Weise. Diese positiven Befunde bestatigen immer in gewissen
Verhaltnissen die andern positiven Resultate am normalen wachsen-
den (Gewebe und zeigen nach meiner Auffassung immer bedeutungs-
volle biologische Verhiltnisse.

So sieht man an meinen Préparaten von periostalen Osteo-
phyten bei Osteomyelitis femoris eine deutliche Eisenreaktion an
einwandfreien Priparaten. Diese Eisenbilder tiberschreiten immer
den Umfang der Kalkbilder, gerade im Gegenteil zu Orths An-
gabe bei seiner Untersuchung des Kallusgewebes.

Bei ihren Fillen von Rachitis konnten Gierke und Hoff-
mann fast gar keine positiven Resultate bekommen, Schmorl
dagegen konnte an vielen Knochenbélkehen heilender Rachitis an
der Grenze zwischen kalkhaltigem und kalklosem Gewebe sowie
im Zentrum von villig kalklosen Bilkchen (an Stellen von be-
ginnender Kalkablagerung) deutliche Eisenreaktion erzielen. Bei
meinen in frischem Zustande untersuchten zwei Rachitisféllen
waren die Resultate im ganzen mit denen von Schmorl iber-
einstimmend. Es war namlich an neugebildeten, eben vor der
Kalkablagerung stehenden Partien deutlich positiver Eisengehalt
nachweisbar. Besonders ausgepriigt kam er bei Schadelosteo-
phyten, und zwar nur an neugebildeten, erst verkalkenden oder
direkt vor der Verkalkung stehenden Bilkchen als positiv vor.
Also wir sind auch wie Schmorl der Meinung, daB das Eisen
sehr hiufig' dem Kalk vorangehen kann.

Betreffs der Brauchbarkeit der alten, in differenten Flissig-
keiten konservierten Praparate stimmen meine Untersuchungs-

1) a.a. O.
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resultate mit denen von Hiick und Noesske iiberein. Das
Eisen kann in die Konservierungsfliissickeiten entweder von den
Préparaten oder vom Glas aus hineingelangen. Und von Anfang
an eisenfreie oder in Oxalsiure eisenfrei gemachte oder ganz wenig
eisenhaltige Préparate zeigen nach meiner Untersuchung schon
nach kurzem Stehenlassen in der eisenhaltigen Fliissigkeit immer
positive und sogar hiufig sehr starke Eisenreaktion. So sind iiber-
haupt alte, schon lange konservierte Priparate zur Eisenreaktion
fast ganz unbrauchbar. Dieser nachtraglich von der Umgebung
imbibierte Eisengehalt ist haufig nur von der Affinitdt zwischen
Kalk und Eisen abhingig, und zuweilen ist derselbe sehr un-
regelméBig und nicht so scharf lokalisiert. Bei Eisenimbibitionen
wenig eisenhaltiger Priparate ist die spétere Eisenreaktion hiufig
ganz unabhingig von der praformierten Eisenmenge, und die
mikroskopischen Bilder zeigen haufie, wenn das Eisen nur vom
Kalkgehalt abhiingig ist, ganz umgekehrte Verhiltnisse entgegen
der Bestschenl) Behauptung, ein Substraktionsbild im Sinne
Albrechts?). Viele bisherige richtige Resultate von Gierke
und Schmorl und andern Autoren muf man also als gliick-
liche Zufalle ansehen, und alle weitere Forschung auf diesem Gebiet
muBl immer an frischen, tadellosen Préparaten gefithrt werden.

Bedeutung des Eisens.

Dem Eisen im Organismus hat Schneider schon im
Jahre 1885 eine histomechanische Bedeutung, unabhéingig von der
Bluthildung und -zerstérung, zugeschrieben. Er erklirt, daB das
Eisen &hnlich wie der Kalk als Schutz und Stiitze fiir Bindegewebe,
Skeletteile, Zahne und Schalen sich verhalt. In diesem Zusammen-
hang weist er auf das manchmal beobachtete Zusammentreffen von
Kalkund Eisen hin sowie auf einen gewissen Ersatz des Kalkes durch
Fisen, wenn es sich fiir die Natur darum handelt, manchen Stiitz-
organen die notige Festigkeit bei erhaltener Elastizitét zu verleihen.

Trotzdem haben viele Autoren, welche dieses Thema bearbeitet
haben, das Vorhandensein des Fisens durch Blutbildung oder
-zersetzung beweisen wollen. Betreffs dieses Punktes sind die
Ansichten Gierkes und Mihlmanns bemerkenswert.

1) a.a. 0. 1904
2) Albrecht, Verh. d. D. Path. Ges. 2, 1904.
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Gierkel) hatin seiner Arbeit seine Meinung dadurch begrindet,
dafl die Bedeutung des nachgewiesenen Eisengehaltes in verkalkten
Geweben darin zu sehen sei, daB das Fisen die Vorstufe fiir den
Aufbau des Hamoglobins bilde. Es paBt aber diese Erklirung
nicht fiir den deutlichen Nachweis von Eisen an der beginnenden
Verkalkung der Schidelknochen bei einem Frithgeburtskinde, wo
keine Markriume in der Nihe sichtbar waren. Mithlmann?)
glaubt, daBl bei der normalen enchondralen Ossifikation stets eine
Neubildung von roten Blutkéiperchen stattfindet, und deshalb
an diesen Stellen Fisen zu finden sel. Nach ihm ist die Eisen-
reaktion nicht von Bedeutung fiir den Knochenaufbau, er hilt
dieselbe nun fiir eine Stiitze seiner Theorie; doch kann dieselbe
meines Erachtens keine Geltung haben in Féallen von Knochen-
neubildung aus Bindegewebe.

Als eine stattgefundene Blutzersetzung fat Lipski?) das
nachweisbare Eisen im Organismus auf, ebenfalls glaubte Ax-
nold?), daB endogene Siderosis nach seiner Einteilung fast aus-
sehlieflich vom Blut herkomme, also sei sie als himatogene Siderosis
aufzufassen.

Orths) kommt zu der Ansicht, daf das Eisen aus dem Hamo-
globin des in der Nachbarschaft zerstorten Blutes herstamme, weil
erstens die Kisenreaktion da fehlte, wo kein Kalk war, zweitens
keine diffuse Imbibition des Grundgewebes mit Fisensalzen vor-
handen war, sondern iiberall die Blaufsirbung in blauen Kiigelchen
auftritt, drittens in der Umgebung sehr héufig nachweisbare Pig-
mentmassen vorhanden sind. Tm wesentlichen hat er die Meinung
wic Best und Albrecht, daB das Auftreten von Eisen in
nachweisbarer Form die koordinierten Resultate besonderer Stoff-
umsetzungen an den betreffenden Stellen seien,

In normaler Weise fest organisch gebundenes Kisen, glaubt
Best®), tritt voriibergehend aus seiner festen Bindung heraus

1) a.a. 0.

)y Mihlmann, Verh. d. D. Path. Ges. 2 (Diskussion), 1904.

3 Lipski, Mikroskopische Untersuchungen iber die physiologische und
pathologische Eisenablagerung im menschlichen und tierischen Organismus.
(Inaug.-Diss.) Dorpat 1896.

4) a.a. 0.

5) a.a. O,
%) a.a. 0.
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in chemisch reaktionsfdbiger Form, Jonenform, wenn irgendeine
Verkalkung im Gewebe vorhanden ist und so eine groBe Um-
wandlung der ehemischen Beschaffenheit stattfindet. Albrecht?)
glaubt, dal das reagierende Eisen durch Verdnderung der chemi-
schen Beschaffenheit der Gewebe aus andern Formen durch chemisch
es bindende oder reduzierende Korper entstanden sein mag.

Kockel, Hitck und Noesske fassen das nachweis-
bare Eisen als postmortale Imbibition auf. Es ist aber hichst un-
wahrscheinlich, daB das so regelm#Big an einer Gruppe von Knochen
konstant positiv und an andern immer negativ nachweisbare Eisen
als zufallic aufzufassen sei. Ebensowenig denkbar ist es, die Eisen-
reaktion als sekundire Resultate immer in so bestimmter Weise
und bestimmter Beschaffenheit konstatieren zu konnen. DaB das
Hisenbild gegen das Kalkbild bei unserer Untersuchung niemals
parallel, sondern fast regelmiBig ganz in umgekehrtem Verhaltnis
steht und sehr hiufig, und zwar nach bestimmter Regel, das Eisen-
bild das Kalkbild iberschreiten kann usw., sind alles beweis-
kriftige Frgebnisse gegen eine sekundiire Imbibition (intravitale
oder postmortale) des Hisens.

Sehr wahrscheinlich dagegen ist die Ansicht Schmorls?)
und Ehrlichs?). Es scheint ihm, wie Schmor! geduBert hat,
als ob die starkste Eisenreaktion bei denjenigen Knochenbélkchen
auftritt, welche eben vor der Verkalkung stehen, oder in denen,
wie der positive Ausfall der Silberrealktion zeigt, eine Ablagerung
von Kalksalzen eben beginnt. Also vermutungsweise kann ange-
nommen werden, daB ebenso wie bei manchem technischen Farben
das Haften des Farbstoffes auf gewissen Gespinstfasern der Ge-
websbestandteile an die vorherige Einwirkung von DBeizen ge-
bunden ist, die Impragnation des zunachst kalklos gebildeten
Knochengewebes mit Eisensalzen gleichsam die Beize fiir die nach-
herige Ablagerung von Kalksalzen im Knochengewebe darstellt.
Er glaubt, je mehr die Verkalkung fortschreitet, je dichter sie wird,
desto schwicher fallt die Eisenreaktion aus. Ahnlich schreibt Ehr -
lich: Mit dem Schwicherwerden der Eisenreaktion verstirkte
sich der Kalkgehalt. Er behauptet weiter, daB die Verkalkung

) a.a. O.

2} a.a. 0.
%) a.a. 0.
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und Eisenablagerung in Geweben sehr oft Hand in Hand geht,
wenigstens in einem gewissen Stadium des Prozesses, und die Eisen-
ablagerung geht der Kalkablagerung voraus, z. B. im Sinne der
Rolle des Eisens als Beize fiir die Kalkablagerung, wie Sechmorl
meint. :

Bei meinen Untersuchungen waren die Hauptergebnisse im
ganzen und groBen ganz wie bei Schmorl und Ehrlieh.
Im wesentlichen ist der Eisengehalt, meiner Untersuchung nach,
bel embryonalen und neugeborenen Knochen immer positiv, und
zwar besonders deutlich ist er an den jingsten Teilen der Ver-
kndcherung. Diese Eisenbilder stehen bei vielen Praparaten immer
in ganz umgekehrtem Verhiltnisse zu den Kalkbildern; an der
jingsten Knochenpartie, wie der Knorpelverkalkungszone und der
innersten Schicht des Periosts usw., sind sie am stirksten und an
den #ltesten Partien am schwichsten, und zuweilen ist das Eisen
nur an der jiingsten Partie oder an den sehr héufig direkt vor der
Verkalkung stehenden Teilen positiv nachzuweisen. AuBerdem
ist es eine Tatsache, daB bei der beginnenden Kalkablagerung,
z. B. provisorisch verkalkende Knorpelgrenze der mnormalen
Knochen, erst verkalkende osteoide Gewebe bei verschiedenen
pathologischen Geweben usw., die Kalkablagerung immer feinkérnig
vorhanden ist, die Eisenablagerung dagegen diffusen Charakter
zeigte; das ist sehr bemerkenswert.

50 kann man die Behauptung Schmorls und Ehrlichs,
daB die Eisenablagerung der Kalkablagerung vorausgeht, am sicher-
sten bestdtigen. Aus gleichem Grunde kann man die Meinung
Schmorls, daB das Eisen fiir die Kalkablagerung als Beiz-
mittel wirkt, wie es bei allem technischen Farben der Fall ist, als
die plansibelste halten.

DabB sich das in Neubildung begriffene Knochengewebe chemiseh
anders verhilt als die fertige Knochensubstanz, scheint auch noch
aus andern Beziehungen hervorzugehen. Bei Fitterungen mit
Krapp, einem roten Farbstoffe, kann man (vgl. die Arbeit von
Lieberkiihn') und Kolliker?) feststellen, daB nur das

) Lieberkiihn, Versuche mit Krapp (Knochenwachstum). Miillers
Arch. 1864. — Uber Wachstum des Unterkiefers und der Wirbel. Mar-
burger Sitzungsber. Nr. 10, Aug. 1867.

®) Kélliker, Dienormale Resorption des Knochengewebes. Leipzig 1873,
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sich neubildende Knochengewebe eine rote Férbung annimmt, der
fertige Knochen aber farblos bleibt. Wenn wir auch nicht genau
wissen, welcher besonderen chemischen Zusammensetzung der junge
Knochen diese Fihigkeit verdankt, so kénnen wir doch daraus
schlieBen, daB der junge Knochen zu dem im Blute zirkulierenden
roten Farbstoff eine besondere Affinitit besitzt. Ganz ahnlich
konnte er auch gegenitber dem im Blute zirkulierenden Kisen
elektive Higenschaften und spezifische Affinitét besitzen, Ks wire
Krappfirbung der neugebildeten Knochensubstanz eine schéne
Analogie zu ihrem von mir wiederum konstatierten Eisengehalt.

Zunsammenfassung.

1. Bei vorsichtiger Anwendung ist die Eisenreaktions-Methode
mit Ferrozyankalium und Salzssure (Berlinerblau-Methode) am
empfindlichsten, zuverlissigsten und am angenechmsten; genaue
Kontrollpréaparate von Kalkreaktionsbildern, gewohnlich Hémato-
xylin-Eosinpréparate und Oxalsdurepréparate, diirfen keineswegs
vernachlissigt werden.

2. Durch einwandsfreie Methode an einwandsfreiem Material
kann man an embryonalen, nengeborenen Knochen und an patho-
logischen Knochenneubildungen sicheren Eisengehalt nachweisen.

3. Eisenbefund der Knochengewebe von gréBeren Kindern,
Erwachsenen und an #lteren Knochenpartien des pathologischen
Knochenneubildungsprozesses ist fast konstant negativ.

4. Das Eisenbild der embryonalen und neugeborenen Knochen
ist am stérksten an den jiingsten Knochenpartien, am schwéchsten
an iltesten Knochenpartien, oder die Eisenreaktion ist héufig nur
an der jiingsten Knochenpartie (z. B. Knorpelverkalkungszone)
nachweishar.

5. Genaue Ubereinstimmung von Eisen- und Kalkbildern ist
fast miemals zu sehen; sehr hiufig zeigen sie ein ganz umgekehrtes
Verhiltnis: an der kalkéirmsten, also an der jingsten Knochen-
partie, ist die Eisenreaktion am deutlichsten, an der kalkreichsten,
also an der iltesten Knochenpartie, ist sie am schwachsten nach-
weisbar. Sehr hiufig kann man sogar das Eisen an den direkt
vor der Kalkablagerung stehenden Stellen nachweisen. Im allge-
meinen geht das Eisen dem Kalk voraus.
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6. Das Eisenbild am Knochen zeigt fast immer mehr diffusen
(gleichmaBigen) Charakter, wihrend die Kalkablagerung an be-
ginnender Verkalkungsstelle immer feinkornig machzuweisen ist,

7. Das Eisenbild der wachsenden Knochen zeigt im Vergleich
mit imbibiertem Eisengehalt der in eisenhaltigen Flissigkeiten
konservierten Knochen sehr hiufig ganz umgekehrte Verhaltnisse;
denn bei letzteren ist der Eisengehalt nur von der innigen Affinitéit
zwischen Kalk und Eisen abhénglg (also mit ganz parallelem Bild,
und doch ergibt sich bisweilen auch ein unregelméBiges Bild).

8. Aus oben erwahnten verschiedenen Ergebnissen kann man
eine Bedeutung des Eisens im Knochen unter normalen und patho-
logischen Bedingungen mit gutem Recht behaupten.

Ich trete der Meinung Schmorls und Ehrlichs, also
der Beizungstheorie, bei. Also das Beizen der Gewebe vor der
Kalkablagerung durch das Eisen scheint mir von grofter Bedeutung
fiir im Wachsen begriffene oder neuzubildende Knochen zu sein.

9. Bei den in differenten Fliissigkeiten konservierten Ma-
terialien kann das Eisen vom Gewebe zur Flissigkeit, vom Glas zur
Flissigkeit und endlich von Fliissigkeiten zum Kunochen itbergehen.
So sind alte, schon lange konservierte Priparate zum Eisennach-
weis fast ganz unbrauchbar, und man muf immer an moglichst
frischen Préiparaten untersuchen.

10. Der Eisengehalt der pathologisch verkalkten Gewebe ist
sehr inkonstant, und meine Untersuchung solcher Materialien ist
noch sehr ungeniigend; es bedarf noch weiterer Forschung.

Erklarung der Abbildungen auf Taf IV.

Fig. 1. Knochenknorpelgrenze der Rippe vom normalen Neugeborenen. Koch-
gefrierschnitt, Berlinerblau-Reaktion. (Zeiss’ Obj. A, Okul. L)

Fig. 2. Knochenknorpelgrenze der Rippe vom normalen Neugeborenen. Koch-
gefrierschnitt, Berlinerblan-Reaktion. (Zeiss” Obj. A, Okul. 1) Zone
der Knorpelwucherung nicht so deutlich wie in Fig. 1; Blaufarbung
reicht nicht so weit in die Knorpelgrundsubstanz hinein; Abschwichung
der blauen Firbung nach der Diaphyse ist sehr auffallend.

Fig. 8. Knochenknorpelgrenze der Rippe vom normalen Neugeborenen.
1% Monate lang konserviertes Priparat, Gefrierschnitt, Berlinerblau-
Reaktion. (Zeiss’ Obj. A, Okul. 1.) UnregelmiBiges Bild imbibierten
Eisens sehr deutlich; Blaufirbung der Knorpelverkalkungszone ganz
schwach.

Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd. 200. Hit. 2. 17
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ig. 4. Osteophytengewebe bei Osteomyelitis femoris. Kochgefrierschnitt,
Hiématoxylin - Eosinfarbung.  (Leitz’ Obj. 4, Okul. L) Junge
Knochenbalken mit noch nicht verkalkten Réndern.
Fig. 5. Osteophytengewebe bei Osteomyelitis femoris, Kochgefriersehnitt von
derselben Serie wie Fig. 4, Berlinerblau-Reaktion. (Leitz’ Obj. 4,
Okul. L) Junge Knochenbalken samt den osteoiden Rindern zeigen
deutliche blane Firbung; Blaufirbung iberschreitet die in Fig. 4
erkennbare Zone der Verkalkung.
Fig. 6. Senkrechte Schnitte vom rachitischen Schidelknochen (8 monatiges
Kind). Kochgefrierschnitt, Berlinerblau-Reaktion. (Leitz’ Obj. 2,
Okul. I.) Osteophytengewebe nur am unteren Teile verkalkt; Eisen-
reaktion nur an diesem verkalkenden Teile deutlich; alte Knochen-
balken und peripherisches Osteoidgewebe zeigen keine Eisenreaktion.

XYV.
Uber das Verhalten des Knochenmarkes bei

verschiedenen Erkrankungen des Kindesalters.
(Aus der Universititskinderklinik in Heidelberg.)

Von
Dr. J. Lossen - Coblenz.

fritherem Assistenten der Klinik.

Die erste Kenntnis von den Beziehungen des Knochenmarkes
zur Blutbildung wurde uns durch den von Neumann?) er-
brachten Nachweis kernhaltiger Erythrozyten in diesem Organ
vermittelt. Die auf Grund dieser Entdeckung dem Knochenmark
zugeschriebene Bedeutung fiir die Erythropoese fand ihre Be-
statigung durch experimentelle Untersuchungen tiber sein Ver-
halten bei der Blutregeneration nach wiederholten Blutentzie-
hungen (Litten u Orth?), wobei sich eine hochgradige Zu-

Y Neumann, Uber die Bedeutung des Knochenmarkes fiiv die Blut-
bildung. Zentralbl. f. d. med. Wissensch. 1868 S. 689 n. Arch. f. Heilk.
Bd. X, 1869, S. 68.

2y Littenund Orth, Uber Verinderungen des Markes in Rohrenknochen
unter verschiedenen pathologischen Verhiltnissen. - Berl. klin. Wschr.
1877, Nr. 51.



