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Die Bedeutung chemischer Untersuchungen an pathologisch ver-
dnderten Organen fir die Erforschung des Krankheitsgeschehens war
schon in der Mitte des vorigen Jahrhunderts erkannt worden, und es
wurden bereits in dieser Zeit verhiltnismiBig zahlreiche chemische Ana-
lysen ausgefithrt. Eine ganze Reihe von Umstidnden hemmte jedoch
den Ausbau dieser Forschungsrichtung. Es standen damals nur Me-
thoden zur Verfiigung, die so viel Ausgangsmaterial erforderten, daB bei
dem hohen Wassergehalt der Gewebe nur gréBere Organe untersucht
werden konnten. Ein so gewonnenes Ergebnis stellt zudem die Summe
aus unendlich vielen Einzelverinderungen dar, und weil diese kaum
gleichsinnig sein werden, und weil in groBen Organen nicht alle Teile
verdndert sein kénnen, ist die Moglichkeit sehr groB, daf3 die Einzel-
verdnderungen das chemische Endergebnis nur unwesentlich oder gar
nicht beeinflussen. So nimmt es nicht wunder, daB trotz einer ganzen
Reihe von miihevollen Untersuchungen nur wenige fruchtbare Ergeb-
nisse und Gesichtspunkte gewonnen wurden. Ein Fortschritt auf diesem
Wege war im wesentlichen von einer Verfeinerung der Methodik ab-
hangig. Fir eine solche im Sinne einer Verringerung des Ausgangsmate-
rials bestand aber in der Chemie kein Interesse, dort stand ja stets ge-
niigend Material zur Verfigung. Fiir den Ausbau einer chemisch-morpho-
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logischen Richtung in der Biologie hitte schon damals, wie es erst sehr
viel spiater durch Pregl, Emich u.v.a. wirklich geschah, zuerst die
Methodik geschaffen werden miissen. Gegeniiber solchen Schwierig-
keiten liel aber das Interesse an einer chemischen Forschungsrichtung
nach und das besonders, weil auf anderen Wegen die groBartigsten Aus-
sichten sich erdffneten. Die Vervollkommnung der optischen Hilfs-
mittel gab ganz neue Einblicke in das feinere Gefiige der organisierten
Welt, und die Hand in Hand gehende Entwicklung der Fixierungs-,
Schneide-, Einbettungs- und namentlich der Farbemethoden stellte eine
so groBe Menge von Problemen, daf viele Jahrzehnte alle Krifte von
diesem Zweig der Forschung angezogen und beansprucht wurden. Fiir
ein Zuriickgreifen auf die noch um die Wende des Jahrhunderts in
unserem Sinne nicht weiter entwickelten chemisch-analytischen Me-
thoden bestand um so weniger ein Bediirfnis, als auf Grund der herr-
schenden Vorstellungen allgemein angenommen wurde, daf den histo-
logischen Firbungen chemische Vorginge zugrunde ligen, mit anderen
Worten: man glaubte auf diesem Wege Histochemie zu betreiben.

Aber bereits 1897 zeigte Spiro, dafi Farbungen von Kolloiden, wie
z. B. Leim und Agar, mit Methylenblau, Methylviolett und Bismarck-
braun unter wechselnden Versuchsbedingungen nicht das Verhalten
chemischer Reaktionen zeigen, sondern daf} es sich nur um eine verschie-
dene Verteilung des Farbstoffes zwischen Farblosung und den Kolloi-
den, also um einen physikalischen Vorgang, eine Adsorption, handelt.
Mit der Ausbildung der physikalischen Chemie sind in den beiden letzten
Jahrzehnten auch von anderen Seiten &hnliche Beobachtungen mit-
geteilt worden, die zeigen, daB nicht nur die kolloidalen Eigenschaften
des Substrats, sondern auch die chemisch-physikalischen Eigenschaften
der Farblosung fiir den Farbungsvorgang von ausschlaggebender Be-
deutung sind. Hier sind besonders die Arbeiten von v. Moellendorff,
Michaelis, Schulemann, Bethe und Pischinger und ganz besonders die
von Keller, Qicklhorn und Firth zu nennen. Wenn auch heute eine vollige
Klarung iiber die ursichlichen Vorginge bei den verschiedenen Far-
bungen noch nicht erfolgt ist, so muB dem Histologen doch bewuft
sein, daB zum mindesten bei der Mehrzahl der Methoden keine chemi-
schen Reaktionen vorliegen, sondern daf ein Ineinandergreifen che-
mischer und chemisch-physikalischer Vorginge den im Einzelfall sehr
schwer durchschaubaren Farbungserfolg hervorruft.

Diese Frkenntnis 1aBt die durch das Fehlen einer rein chemisch-
histologischen Forschung verursachte Liicke wieder stérker empfinden
um diese Liicke auszufiillen, stehen uns nun heute ganz andere Moglich-
keiten als vor einem halben Jahrhundert zur Verfiigung. In den letzten
Jahrzehnten war in der experimentellen Biologie und in der klinischen
Medizin das Bediirfnis immer gréBer geworden, mit kleinsten Mengen,
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besonders von Korperflussigkeiten, fortlaufende Untersuchungen aus-
zufithren, und es wurde eine Mikrochemie so weit ausgebildet, dafl heute
bei geringstem Ausgangsmaterial fiir die meisten Jonen gute Methoden
zur Verfiigung stehen. Diese geben jetzt die Moglichkeit, nicht nur
kleinere Organe, sondern auch kleine Herde aus krankhaft verdnderten
Organen zu untersuchen, und wir kénnen nun viel eher erwarten, deut-
liche Ausschliage bei den Ergebnissen zu erhalten. Aber obwohl es nun
mdoglich ist, mit etwa einem Gramm Kérpersubstanz oder noch weniger
zahlreiche verschiedene Bestimmungen auszufithren, erlaubt die Mikro-
chemie — und das wird auch nie erreicht werden — doch nicht, den
unmittelbaren Anschlufl an die mikroskopischen GréBenordnungen her-
zustellen. Immer noch setzen sich die Frgebnisse mikrochemischer
Untersuchungen aus den Verénderungen unendlicher Mengen von ein-
zelnen Zellen zusammen, o daB z. B. Verschicbungen zwischen benach-
barten Gewebsabschnitten, wie sie Gans und Packheiser nach Bestrah-
lungen an der Haut beobachteten, nicht erfalit werden kénrien. Bei der
Untersuchung von menschlichem Material ist die Schwierigkeit dadurch
noch besonders groB, daf keine Méglichkeit vorhanden ist, einwandfreie
Vergleichsdaten zu erhalten. Einmal stehen fast nur Organe von an
anderen Krankheiten verstorbenen Menschen zur Verfiigung, so daB
eine Beteiligung anscheinend unverinderter Organe im Einzelfall nicht
mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, und auBerdem wird die grade
vorliegende Stoffwechselphase des Organs die Befunde in verschiedener
Weise beeinflussen. Wie wichtig gerade dieser letzte Punkt ist, zeigen
viele Miflerfolge und andererseits die Ergebnisse von Biirger und
Schlomka, die sie bei ihren Untersuchungen iiber das Altern von Geweben
durch Beschrankung auf Gewebe mit geringstem Stoffwechsel erzielen
konnten. Und wie allein die Schwierigkeiten der Materialbeschaffung
die Erforschung eines Gebietes behindern, zeigt sich z. B. bei der Galle:
da Lebergalle vom gesunden Menschen nicht in geniigender Menge zu
erhalten ist, sind wir auf diesem Gebiet noch nicht einmal iiber die grund-
legenden physiologischen Tatsachen unterrichtet.

Wenn also heute durch die inzwischen erfolgte Aushildung einer
Mikrochemie sich ganz neue Méglichkeiten fiir eine chemische Morpho-
logie erdffnen, so fehlt doch immer noch die Verbindung mit den mikro-
skopischen GréBenordnungen. Bei den Kérperfliissigkeiten, die stets
gleichméBig durchmischt werden, geniigt die quantitative Bestimmung
der einzelnen Ionen z. B.in einer Menge von 1 cem; wir kiénnen ohne
weiteres schliefen, daBl in kleineren Mengen der Fliissigkeit die ent-
sprechenden Bruchteile der Einzelbestandteile vorhanden sein miissen.
Anders bei den quantitativ-chemischen Untersuchungen von Geweben;
wie bereits erwihnt wurde, ist in diesen die Verteilung besonders unter
pathologischen Bedingungen ganz und gar nicht abzuschétzen, denn

1*



4 0. Schultz-Brauns:

ein Gewebe besteht nicht nur aus Zellen und nicht nur aus einer Zellart.
Die Gewebschemie bedorf deshalb neben der Mengenbestimmung noch der
Erginzung durch Feststellung der Lokalisation in den verschiedenen Ge-
weben und Zellen.

Diese Erginzung kann nur durch eine chemische Notwendigkeiten
voll beriicksichtigende Histologie vermittelt werden; die gewGShnliche
Histologie ist hierzu nicht beféhigt, weil, wie erwihnt, die Vorgéinge bei
den histologischen Farbungen in betrichtlichen AusmaBen physikali-
scher Natur sind, weil ein grofler Teil der Zell- und Gewebsbestandteile
bereits durch die Fixierungsmittel ausgezogen wird und weil endlich
die Gewebe bei der Fixierung in noch nicht gentigend bekannter Weise
chemisch verdndert werden. Im Gegensatz zu einer chemischen Histo-
logie, die das gesamte, die Gewebe erfiillende Material zur Darstellung
bringen muf, zeigt uns die gewdhnliche Histologie im wesentlichen nur
das Geriist der Zellen und Gewebe. Diesen Teil der Gewebschemie werde
ich in folgefidem, um MiBverstdndnisse zu vermeiden, und weil die Be-
zeichnung Histochemie bereits vielfach in einem umfassenderen Sinne
unter Einbeziehung der nicht lokalisierenden quantitativen Analyse
gebraucht wird, als mikroskopische Topochemie oder Histo-Topochemie
bezeichnen.

Die histo-topochemische Forschungsrichtung kann verschiedene
Ziele verfolgen, und sie kann zum Teil diese auch auf verschiedenen Wegen
zu erreichen versuchen. Einmal kann sie in Verbindung mit der quan-
titativen priparativ-organischen Chemie der Kérperbestandteile die
Lokalisierung der organischen Verbindungen, aus denen sich die Gewebe
aufbauen, betreiben; oder sie kann versuchen, die Verteilung der noch
kleineren Bausteine, der einzelnen Elemente, in den Geweben zu be-
stimmen.

Uber die Bedeutung der zuerst erwihnten Richtung ist kein be-
sonderer Hinweis noétig; soweit solche organischen Verbindungen ge-
farbt sind, soweit es sich also um Pigmente handelt, waren sie ja seit
jeher eines der Hauptziele der allgemeinen Histologie. AuBerdem sind
eine groBe Reihe von Ergebnissen iiber den Nachweis der Fette und einer
ganzen Reihe von Einzelverbindungen, wie z. B. Harnstoff und Chole-
sterin, und von Pigmentvorstufen in weitgehendem MaBe als gesichert
anzusehen. GroBe Liicken klaffen jedoch noch auf dem Gebiet des Nach-
weises der EiweiBkérper, der Lipoide und der Kohlehydrate.

Der Nachweis der Elementarbestandteile der Gewebe, der Ionen,
ist, wie bei den direkten Bestimmungsmethoden im Blut oder im Serum,
auch in den Geweben direkt am nativen Material ausgefiihrt worden;
bei einem solchen Vorgehen erschweren aber eine Reihe von storenden
Vorgingen die Bildung eines sicheren Urteils; ich werde auf diese Frage
noch zuriickkommen. Diese Unsicherheiten liegen vor allem in der An-
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wesenheit von Kolloiden und in den zum Teil sehr festen Bindungen der
einzelnen Ionen in den organischen Verbindungen begriindet, und man
hat sie von jeher in der quantitativen Elementaranalyse der Gewebe da-
durch zu vermeiden gesucht, daB man alle organischen Verbindungen
zerstorte. Am sichersten ist diese Zerstérung durch die Veraschung
zu erreichen, und auch am Gewebsschnitt ist aus diesen Grinden die
trockene Veraschung bereits von einigen Forschern versucht worden.
Obwohl bei diesem Verfahren eine biologische Auswertung der Ergeb-
nisse unter groBer Zuriickhaltung erfolgen muB, sind die chemischen
Bedingungen hierbei doch so leicht zu durchschauen, daf die Methode
der Schnittveraschung bei weiterem Ausbau wertvolle Ergebnisse zu
liefern: verspricht; es sollen deshalb die folgenden Untersuchungen der
Ausbildung dieses Zweiges der Histo-Topochemie dienen.

Bevor ich auf das Schrifttum iiber die wenigen bisher mit der Schnittver-
aschung angestellten Versuche eingehe, mufl ich die an nativen Schnitten an-
gestellten topochemischen Untersuchungen kurz besprechen, soweit sie das gleiche
Ziel des Nachweises der Elemente verfolgen. Solche Untersuchungen wurden
zuerst in der Botanik von Molisch seit den 90er Jahren des vorigen Jahrhunderts
ausgefithrt. Die Bedingungen sind in der Botanik besonders gimstig, weil die
Zellen sehr grofBl und infolge ihrer festen Hiillen sehr widerstandsfihig sind, so
daB die Verarbeitung von nativem Zellmaterial keine Schwierigkeiten verursacht.
Aus der qualitativen Mikrochemie, wie sie von Behrens u. a. in der Mineralogie
ausgearbeitet wurde, konnte eine groBe Zahl von Methoden iibernommen und
erfolgreich angewandt werden; auf diese Weise konnte Molisch mit zahlreichen
Schiilern ejne Topochemie des Pflanzenkorpers aufbauen. Auf tierische Gewebe
und Zellen wurden derartige Methoden zuerst und vor allem in ausgedehntem MaBe
von 4. B. Macallum angewandt, und wir verdanken ihm eine groBe Anzahl von
neuen Methoden und wertvollen Ergebnissen. Im iibrigen liegen nur vereinzelte
Arbeiten auf diesem Gebiete vor, die meist zur Klirung spezieller Fragen aus-
gefiihrt waren. So untersuchten Leschke und spater Defrise die Chlorverteilung in
der Niere zur Feststellung der Funktion verschiedener Harnkanilchenabschnitte,
Fite-Gerald, Monti die Cl-Sekretion des Magens zur Feststellung des Ortes der Salz-
séurebildung, Groebbels die Verteilung des Chlors im Gehirn zur Feststellung der
BlutgefaBversorgung, Rabl, Béhmig, Stoye, Schulze die Vorginge bei der Knochen-
bildung durch Untersuchung der Calcium-, Kalium- und Phosphorverteilung,
Watermann die Veranderungen im Kalium- und Calciumgehalt der Gewebe von
experimentell erzeugten Carcinomen und Gans wund Packheiser sowie Dihn die
Verteilung des Kaliums und Calciums in der normalen, bestrahlten und ekzema-
tésen Haut. Soweit die Ergebnisse dieser Untersuchungen in engerer Beziehung
zu den eigenen Versuchen stehen, werde ich spiter noch auf sie zuriickkommen.
Fine gute Ubersicht itber dieses Gebiet in bezug auf Methodik und Kritik der
Ergebnisse findet sich aufler bei Weil im Handbuch der biologischen Arbeits-
methoden von Abderhalden, besonders in dem Abschnitt ,,Animale Histochemie®,
von Paizelt in den ,, Fortschritten der Mikrochemie*. In allen diesen Untersuchungen
wurden die Schnitte von unfixiertem Material gewonnen und statt in Wasser
unmittelbar in dem Féllungsreagens der nachzuweisenden Substanz aufgefangen.
Dadurch werden alle Verlustméglichkeiten und Verinderungen, wie sie die ver-
schiedenen Fixierungsmittel bedingen, vermieden; trotzdem sind gegen alle diese
Untersuchungen von vielen Seiten zahlreiche Bedenken geduBert worden, die sich
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vor allem auf die Beeintrachtigung des Reaktionsablaufes durch die Kolloide des
nativen Gewebsmateriales beziehen. Einmal kénnen sie eine Schutzwirkung aus-
itben und die chemischen Umsetzungen und Fallungen mehr oder minder ver-
hindern, so daBl vorhandene Elementarbestandteile nur in geringerer Menge oder
gar nicht dargestellt werden. Weiter konnen sie das Reagens adsorbieren und auf
Grund von solchen physikalischen Bindungen eine chemische Reaktion vor-
tauschen, so dall mehr von einem Bestandteil dargestellt zu sein scheint als
wirklich vorhanden ist. Bei den mehrwertigen Elementen, die vielfach maskiert,
d. h. in komplexer Bindung vorkommen, bleibt weiter unsicher, in"welchem Grade
diese Bindungen bei den ablaufenden Reaktionen gelost werden. Es zeigt sich
also, daBl der Einfluf der Kolloide ganz und gar nicht abzuschétzen ist und, was
besonders ins Gewicht fallt, daB sowohl Verminderungen wie auch Vermehrungen
der nachzuweisenden Substanzen vorgetduscht werden kénnen.

Diese Schwierigkeiten sind zuverldssig nur auf dem zweiten, bereits
angedeuteten Wege topochemischer Gewebsforschung durch véllige
Zerstorung aller organischen Substanz zu beseitigen, und fiir unsere
Zwecke kommt hier allein die trockene Veraschung in Frage. Den Vor-
teilen dieser Methode stehen, abgesehen von einer wesentlichen Ver-
groflerung technischer Schwierigkeiten, aber auch Nachteile gegen-
itber. Durch die Zerstérung aller organischen Verbindungen und die
Uberfiihrung aller Elemente in ihre Oxyde oder hitzebestéindige Neutral-
salze wird jedes Urteil unméglich, wie diese Elemente im Korper mit-
einander verbunden waren. Es geht somit jede Moglichkeit, Bau- und
Betriebsstoffe voneinander zu trennen, und z. B. iiber derart wichtige
Vorginge, wie den Phosphat-Milchsdurestoffwechsel im Muskel weitere
Forschungen anzustellen, verloren. Der Kreis der Probleme wird da-
durch von vornherein wesentlich eingeengt, und nur die genaue Kennt-
nis der Begrenzung der Moglichkeiten kann vor Fehlschliissen schiitzen.

Diesen Nachteilen stehen aber groBe Vorteile gegeniiber, die vor
allem darin bestehen, daf3 wir viel einfachere und viel leichter zu durch-
schauende Bedingungen vor uns haben und daB sich die Ergebnisse
dieser Methode ohne weiteres mit den quantitativen Aschenbestim-
mungen von Gewebsstiicken vergleichen lassen. AuBerdem werden eine
ganze Reihe von Stoffen zerstort oder ausgetrieben, die, wie z. B. Krea-
tinin und Ammoniak bei der Kaliumreaktion, sich mit dem Reagens
umsetzen und zu Tiuschungen Veranlassung geben.

Die erste Verdffentlichung iiber die Schnittveraschung stammt aus
dem Jahre 1910 und rithrt von R. E. Liesegang her, der mit Eiweil}-
glycerin aufgeklebte Schnitte itber einem Bunsenbremner veraschte.
In dieser Arbeit finden sich zahlreiche bemerkenswerte und besonders
methodische Beobachtungen; doch betont RB. E. Liesegang selbst, daB
keines der gestellten Ziele erreicht wurde, im besonderen gelang es ihm
nicht, das Eisen des Hiamoglobins nach der Zerstorung des Blutfarb-
stoffs durch die Veraschung nachzuweisen, und E. E. Liesegang nimmt
an, daB das Eisen eine neue maskierte Verbindung gebildet hat. Im
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gleichen Jahr benutzte Herrera die Schnittveraschung zum Nachweis
des Siliciums. Auch Molisch wendete in der Pflanzenmikrochemie
diese Methode an, und er erhielt sehr charakteristische Aschenbilder
bei den verschiedensten Pflanzen, besonders durch die sich auch in der
Asche sehr schon darstellenden krystallinischen Zelleinschliisse. Er wen-
dete die Veraschung deshalb auch auf die Pharmakognosie an, und Lan-
zong, der diese Anwendungsmdglichkeit nachpriifte, bestitigte, dal oft
sehr charakteristische Aschenbilder von Drogen erhalten werden kénnen.
Seit 1923 fithrte Policard eine grofle Zahl von Untersuchungen an ver-
aschten menschlichen Geweben aus. Er gibt zahlreiche technische
Anweisungen; eine der Hauptschwierigkeiten aber: die Befestigung
der Asche auf dem Objekttrager, kann er nur dadurch itberwinden, da
er die Asche durch weitere Erhohung der Temperatur in den glisernen
Objekttragern einschmilzt. Er selbst betont, dall dies Verfahren fiir
chemische Reaktionen niitzlich sein konnte; aber sicher ist das Gegen-
teil der Fall. Denn an die von der Glasschmelze umgebenen Aschen-
bestandteile koénnen keine Reagenzien mehr gelangen, und daB iiber-
haupt chemische Reaktionen, wie z. B. die Oxydation der Gewebsteile,
nicht mehr erfolgen kénnen, wenn sie vom Glasfluf umschmolzen sind,
zeigt die eigene Beobachtung Policards, dall im Glas eingeschlossene
Kobhleteilchen auf keine Weise mehr vollsténdig verbrannt werden kénnen.
Er untersuchte Ovarien und Tumoren und konnte dabei die quantitativ-
chemischen Untersuchungen von Beebe und von Clowes und Frisbie
tiber die Verteilung des Kaliums und Calciums mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit auch histologisch bestitigen, obwohl die Verteilung dieser
Stoffe nicht durch spezifische Darstellung nachgewiesen werden konnte,
Aus den allerletzten Jahren sind endlich noch die Versuche von Oster-
tag sowie Jacobi und Keuscher zu erwihnen; sie konnten aber keine
Ergebnisse erzielen, zum Teil weil eine Lokalisierung der nachzuweisen-
den Stoffe nicht gelang, zum Teil wegen der groSen technischen
Schwierigkeiten, die Jacobi und Keuscher sogar veranlaBten, auf die
véllige Veraschung zu verzichten und sich mit der Verkohlung zu be-
gniigen.

Zu den aufgefithrten Arbeiten, in denen die Schmittveraschung
angewendet worden ist, ist zu bemerken, dafl in ihnen — mit Ausnahme
der an Pflanzengeweben ausgefithrten Untersuchungen von Molisch
und seinen Schiilern — fixiertes Material, das auBerdem meist auch
mit Wasser und anderen Lésungsmitteln, wie z. B. Methylalkohol in
Berithrung gekommen war, verwendet wurde. Das trifft besonders fiir
die Arbeiten von Policard zu, dessen Ergebnisse deshalb nur mit Vor-
sicht verwertbar sind. Policard selbst bezeichnet die Herstellung von
Schnitten aus unfixiertem Material menschlicher oder tierischer Gewebe
ausdriicklich als unméglich, und er begniigt sich damit, formol- oder
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alkoholfixiertes Material zu verwenden, und obwohl er selbst angibt,
daf} er keine sicheren Unterlagen dafiir hat, nimmt er an, daBl héch-
stens die frei in den Gewebsiliissigkeiten gelésten Bestandteile durch
Herauslosung verloren gehen, und dafl die adsorptiv oder chemisch
an die groBen Eiweillmolekiile gebundenen Ionen und damit die wesent-
lichen Aschenbestandteile erhalten bleiben. Fir die adsorptiv gebun-
denen Ionen kann dies aus ganz allgemeinen chemisch-physikalischen
Gesetzen heraus als unwahrscheinlich bezeichnet werden, und tiber
das Verhalten der chemisch an die EiweiBmolekiile gebundenen Ionen
bei der Fixierung lafit sich wegen des Fehlens chemischer Unterlagen
iber die bei der Fixierung sich abspielenden Vorgénge nichts aussagen.
Policard gibt in seinen Arbeiten auch keine Abbildungen, so dafi auch
ein Vergleich mit den eigenen Ergebnissen nicht méglich ist.

8piro erkannte, daf bei der Methode der Schnittveraschung durch
Verwendung von Fixierungsfliissigkeiten und tiberhaupt irgendwelchen
Losungsmittels ginzlich uniibersehbare Verlustmoglichkeiten entstehen,
und er veranlafte, diese Forschungsrichtung unter rein chemischen Ge-
sichtspunkten aufzunehmen. In dieser Weise benutzte Seifert die Schnitt-
veraschung bei experimentellen Untersuchungen iiber die Verteilung
des Bleis, und Tschopp gelang es trotz der von Policard betonten Un-
méglichkeit, Schnitte von unfixierten menschlichen Geweben von dem
gekiihlten Messer unmittelbar auf den Objekttriger unter Zuhilfenahme
einer eisgekiihlten Pinzette und eines Pinsel zu iibertragen und somit
Verluste durch Herauslésung sicher auszuschlieBen. Es leuchtet aber
ein, dafl mit diesem Verfahren auch an giinstigen Objekten nur aus-
nahmsweise geniigend diinne Schnitte erhalten werden koénnen, und das
Verfahren fithrte auch nur unter Mithilfe einer zweiten Person zum Ziel.

Da nun einerseits die Verwendung unfixierter Schnitte eine unab-
weisbare Forderung bildet, um die Methode wirklich fruchtbringend
anwenden zu kénnen, und da andererseits eine zuverlassige und einfache
Methode nicht zur Verfiigung stand, erschien mir die wichtigste Aufgabe
zundchst einmal darin zu liegen, die Ausarbeitung einer solchen Methode
in Angriff zu nehmen. Nachdem dies gelungen war, zeigte sich, da8
bereits die Gesamtaschenbilder bemerkenswerte Befunde ergaben, und
es soll deshalb im folgenden nach Beschreibung der Methode der Her-
stellung der Schnitte und nach Mitteilung der beim Verlauf der Ver-
aschung gemachten Beobachtungen fiber solche Gesamtaschenbefunde
und zuletzt iiber die ersten Versuche einer chemischen Bestimmung
der einzelnen Elementarbestandteile berichtet werden.

Methodik.

Den Ausgangspunkt fiir die Bemiithungen um eine Verbesserung
der Methodik bildete die auch von Tschopp benntzte Angabe von
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A. B. Macallum, dafl das Messer beim Schneiden gut zu kiihlen sei, und die
Richtigkeit dieser Angabe zeigte sich auch sofort in orientierenden Ver-
suchen. Wahrend aber bei Macallum eine einfache Kihlung geniigt,
weil er die Schnitte vom Messer in noch gefrorenem Zustand direkt
in das Reagens hineinspringen lassen konnte, geniigt sie nicht fiir die
sichere Ubertragung auf eine andere Unterlage, wie z. B.auf einen
Objekttrager. Wenn das Messer wirmer als 0° ist, so tauen die Schnitte
sofort auf und die unfixierten Eiweillkorper derselben kleben am Messer
an, bevor der-Schnitt nur richtig ausgebreitet, geschweige auf eine zur
Veraschung geeignete Unterlage iibertragen ist. Die ersten Versuche
zeigten, dafl das Kleben der unfixierten Eiweikérper nur dadurch be-
seitigt werden kann, dafl Messer
und manchmal auch Objekttrager zu-
verlidssig unter 0° gehalten werden
kénnen, bis der Schnitt vollig aus-
gebreitet und auf den Objekttrager
tiberfihrt ist. Dies gelang unter
Zuhilfenahme eines zweiten Gefrier-
apparates, und es zeigte sich, daB
nur 15 y dicke Schnitte in gefrorenem
Zustand nicht nur nicht kleben,
sondern auch so fest und wider-
standsfahig sind, daf sie die nétige
Behandlung ohne Beschidigungen
zu erleiden ertragen.

An einem Leitzschen Gefriermi-
krotom wurde ein zweiter Gefrier-
apparat so mittels Stativ und Stativ- Abb. 1, Gefriermikrotom von Leitz mit einem

klemmen befestigt, dafl der aus zweiten zur Kiihlung des Messers und der
der Disse austretends Kohlonsiure.  S0nie winettin Gemiuyc.  (n
strahl den Gefriertisch des Mikro- Messerhalters noch nicht ausgewechselt.)
toms von oben an der Stelle trifft,

an der der Gewebsblock aufgesetzt werden soll (Abb.1); eine der-
artige Vorrichtung wird jetzt von E. Leitz-Wetzlar als Zusatzapparat
zu dem Leitzschen Gefriermikrotom hergestellt.

Da die grofien Klemmschrauben, die zur Befestigung des Messers
im Messerhalter dienen, bei der Ausbreitung der Schnitte stérten, wurden
sie spiter durch kleine kopflose Messingschrauben ersetzt. In den Gefrier-
teller wurden einige die verschiedenen Stellungen der Messerschneide
anzeigenden Linien eingeschnitten, um den Block stets so aufsetzen
zu kdnnen, dall aus einem spéiter zu erwithnenden Grunde eine Kante
des Gewebsblockes parallel zur Messerschneide gerichtet werden kann.
Im ibrigen ist die Anordnung am besten aus der Abbildung zu er-
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kennen, Der zweite Gefrierapparat wurde aus einer zweiten Kohlen-
sdurebombe gespeist. Da die Herstellung guter Schnitte auch unter
Anwendung dieser Verbesserungen noch ziemlich schwer ist und von
einer ganzen Reihe von Kleinigkeiten abhingt, mufl das Schneiden
und die weitere Behandlung der Schnitte etwas ausfithrlicher beschrieben
werden.

Der zu schneidende Gewebsblock wird méglichst nahe an der vorderen Kante
des Gefriertisches aufgesetzt und so gerichtet, daB das Messer im Augenblick des
Austretens aus dem Block mit seiner Schneide parallel zu einer Kante zu stehen
kommt. Der Gefriertisch wird nun so weit gesenkt, daB das Messer frei {iber dem
Block so weit; nach vorne gefithrt werden kann, da8 es von dem aus dem oberen
Gefrierapparat austretenden Kohlensiurestrahl etwa in der Mitte getroffen wird.
Messer und Gewebsblock werden dann unter Bedienung beider Gefrierapparate
weit unter 0° abgekiihlt. An dem durchgefrorenen Gewebsblock wird zur Scho-
nung des Mikrotommessers zundchst mit einem Skalpell eine ungefihr ebene
Schnittfliche angelegt, und erst diese wird mit dem Mikrotommesser selbst ver-
bessert. Der Block wird am besten zunéchst iiberfroren, damit nicht von dem
noch zn weichen Gewebsmaterial von vornherein an der Messerschneide Bestand-
teile ankleben und anfrieren und sie dadurch zum Schneiden untauglich machen.
Ist der Gewebsblock iiberfroren, so werden bei dem durch die zunehmende Er-
wiérmung allmahlich eintretenden Weicherwerden von Zeit zu Zeit Probeschnitte
hergestellt; zwischendurch muB aber das Messer durch Bedienung des oberen
Gefrierapparates hiufig nachgekiihlt werden. Wenn der Block noch zu hart ist,
dringt: die Schneide des Messers gar nicht in ihn ein, wird er etwas weicher, so
konnen. wohl Schuitte hergestellt werden, diese zeigen aber besonders an den
Réndern parallel zur Messerschneide verlaufende und durch diese erzeugte feine
Briiche. Erst bei noch weiterer Erwirmung folgt eine Periode, in der gleichmaBig
dicke, glasig aussehende Schnitte abgenommen werden kénnen. Wird der Block
dann allméahlich zu weich, so werden die Schnitte mehr gequetscht als geschnitten,
die Schnitte sehen rauh und triitbe aus und die Blockoberfliche erscheint nicht
mehr wie poliert, sondern sie sieht samtartig oder sogar unregelmafig rauh aus.
Eine bestimmte Hirte 1Bt sich genau wie beim gewohnlichen Gefrierschneiden
von fixiertem Material nicht angeben, weil der Eigenhirte des Gewebes auch die
Hirte des vereisten Gewebsblockes und damit die Temperatur entsprechen muf3;
je hirter das Gewebe selbst ist, je hirter muB es gefroren werden und desto tiefer
liegt die beste Temperatur fir das Schneiden. Temperaturmessungen haben er-
geben, dafl dieses Optimum bei weichen Geweben (Gehirn, Leber) zwischen —15
und —20°, bei hirteren Geweben, besonders auch wenn diese stark von Fett-
gewebe durchsetzt sind, zwischen —25 und —30° liegt. Befindet man sich beim
Schneiden in dem fiir das betreffende Gewebe giinstigen Temperatur- bzw.
Hartebereich, was am Schnitt und am Block in der besprochenen Weise erkannt
werden kann, so wird der zu verwendende Schnitt micht bis zum Ende ab-
geschnitten, sondern das Messer wird etwa 1—2 mm vor der Blockkante angehalten.
Der nunmehr meist ziemlich eng an der Messerkante eingerollt liegende Schnitt
wird mit einem weichen, vollig trockenen Pinsel auf das kalte Messer hinauf ab-
gerollt. Dieses Abrollen muf sehr schnell geschehen, damit sich der noch ge-
frorene Schnitt nicht iiber 0° erwirmt und in sich zusammenklebt; liegt er da-
gegen erst einmal dem Messer ausgebreitet an, so wird er vom kalten Messer weiter
gekiihlt und man kann in Ruhe einzelne Falten und noch eingeschlagene Ecken
ausbreiten. Dann erst wird der Schnitt unter leichter Fixation mit dem Pinsel
vollig abgeschnitten.
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Fir die Uberfithrung des Schnittes vom Messer auf einen Objekttriger gibt
es eine ganze Reihe von verschiedenen Moglichkeiten, die sich bei den wechselnden
Bedingungen von seiten des Materials oder duBlerer Einfliisse, wie z. B. Temperatur
und Luftfeuchtigkeit im Arbeitsraum, verschieden gut anwenden lassen. Zum
Einarbeiten in die Methodik diirfte es sich am meisten empfehlen, so vorzugehen,
wie es auch bei der Ausbildung des Verfahrens geschah, den Schnitt nach dem
Ausbreiten vorsichtig durch Bedienung des oberen Kohlensaureapparates nach-
zufrieren. Dann kann ein Objekttriger zwischen Schnitt und Diise des oberen
Gefrierapparates eingeschoben und durch kurzes, aber ausgiebiges Ausstrémen-
lassen von Kohlenséure an einem Ende unter 0° abgekiihlt werden und der evtl.
auch jetzt noch einmal kurz nachgefrorene Schnitt kann ohne weiteres mit dem
Pingel auf den an die Messerschneide herangefithrten Objekttriger heriiber-
geschoben werden. Auf diesem taut er erst an, wenn er bis an die Grenze des
gefrorenen Teiles des Objekttrigers geschoben wird, und es kann ein ganz gleich-
mafiges Ankleben des Schnittes an das Glas besonders gut dadurch erreicht werden,
dafl der senkrecht nach unten gehaltene Objekttriger, nachdem der Schnitt an
einer Kante angeklebt ist, moglichst schnell von dieser Kante her aufgetaut wird.

Auf diese Weise gelang es, von allen Organen und mindestens 1 gem
grofien Blocken 15 4 dicke Schnitte herzustellen; viele Organe, wie z. B.
Leber, Niere, lassen sich leicht auch noch diinner schneiden. Wie gut
die Gewebe bei Anwendung dieser Methode dargestellt werden, zeigen
die verschiedenen im folgenden gezeigten Vergleichspriparate (s.die
Abb. 7, 11, 18, 20, 25 und 30), und sie beweisen, dal die Methode ein
so giinstiges Ausgangsmaterial herzustellen erlaubt, da8 auch feinere
Untersuchungen ausfithrbar erscheinen. Die Méglichkeit, auch mit diesem
Verfahren gewchnliche histologische Préparate herstellen zu kénnen,
ist ein auBerordentlicher Vorteil, weil es so moglich ist, unmittelbar
aufeinanderfolgende Schnitte einerseits chemisch, andererseits unter
Anwendung dblicher Firbungsverfahren untersuchen und dadurch
auf das genaueste vergleichen zu kénnen. Hierauf mufl ganz besonderer
Wert gelegt werden, weil bei dem zunéchst noch génzlich ungewohnten
Anblick der mikroskopischen Aschenbilder nur dauernde Vergleiche
mit unmitlelbar benachbarten und farberisch verarbeiteten Schnitten
zeigen konnen, welchen Strukturen im gewdhnlichen histologischen
Bild die Aschenformationen entsprechen. Diese Methode ist deshalb
auch fiir allgemein histologische Untersuchungen anwendbar und unter
Umsténden vorzuziehen ; hieriiber sowie auch iiber weitere Anwendungs-
moglichkeiten dieses Verfahrens soll an anderer Stelle berichtet werden.

Die erfolgreiche Anwendung dieser Art der Schnittherstellung wird
manchmal durch gelegentlich auftretende Schwierigkeiten erschwert,
daher miissen noch einige Besonderheiten und die Beseitigung ge-
legentlich auftretender Stérungen besprochen werden. Da das Gewebe
fir die vorliegenden Untersuchungen nicht mit Wasser in Beriithrung
kommen durfte, sprang der trocken auf den Gefriertisch aufgesetzte
Gewebsblock sehr leicht ab; deshalb wurde der Gefriertisch vor dem
Aufsetzen des Blockes mit etwas abgesonderter Gewebsflissigkeit be-
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tupft oder es wurde mit einem Spatel etwas von dem gleichen Gewebe
verrieben. Bei faserigen Geweben, besonders bei der Muskulatur, die
in einer Richtung sehr wenig Zusammenhang besitzen, muBl der Block
so aufgesetzt werden, dafl die Schneide des Messers quer zum Faser-
verlauf steht; sonst reift der Schnitt beim Abrollen zu leicht auseinander.
-Freie Oberflichen, auf deren Betrachtung im Schnitt besonderer Wert
gelegt wird, stellt man ebenfalls quer zur Messerschneide, weil beim
Abrollen und Abschneiden der Schnitte die beiden der Messerkante
parallel laufenden Seiten leichter beschadigt und oft auch in der Dicke
etwa ungleich werden. Sehr empfindliches und schlecht zusammen-
hingendes Gewebe kann nach Ausbreitung auf dem Messer durch zu-
néchst vorsichtiges, dann aber energisches Nachkiihlen mit Kohlensdure
mit einem Kohlensdureschneehaufen bedeckt werden; durch diesen
werden solche Schnitte so verstirkt und kiihl gehalten, daB sie ohne
weiteres sogar auf einen warmen Objekttrager heriibergeschoben werden
kénnen. Die Objekttriger miissen duBlerst sorgféltig gereinigh werden,
weil die Asche an nicht vollig reinen Flidchen sehr leicht abplatzt. Die
feinere Struktur der Gewebe bleibt nicht nur um so besser erhalten, je
dimner die Schnitte cind (R. £. Liesegang), sondern auch je schneller
die Schnitte getrocknet werden. Diese wurden deshalb, soweit sie fiir
die Veraschung bestimmt waren, sofort nach dem Auftauen iiber einem
mifBig stark brennenden Bunsenbrenner getrocknet, was etwa 5 Sekun-
den dauerte. Um in den verschiedenen Aschenpréparaten die Aschen-
mengen durch Schitzung vergleichen zu kénnen, wurden alle Gewebe
gleichmaBig 154 dick geschnitten; um diese Dicke mit Sicherheit zu
erhalten, wurde bei entsprechender Einstellung des Mikrotoms nicht
jeder gut erscheinende Schnitt verwendet, sondern erst wenn vorher
2—3 gleich dicke und gut erscheinende Schnitte hergestellt waren, wurde
der nichste verwendet. Die Kontrolle, ob die Temperatur des Messers
stets unter 0° liegt, erfolgt im Winter, wenn keine aus der Luft sich
niederschlagenden und gefrierenden Wassertropfchen den Kiltegrad
von selbst anzeigen, durch einen weit aulBerhalb des Schneidebereichs
aufgesetzten Wassertropfen, der stets gefroren gehalten werden muS8.
Im Sommer ist das Arbeiten mit dieser Methode auBierordentlich viel
miihsamer als im Winter. Daran ist neben der hoheren Temperatur
besonders die hohere Luftfeuchtigkeit die Ursache: sie schligt sich,
besonders bei schwiilem Wetter, in solchen Mengen an den kalten Teilen
nieder, daB die Schneide des Messers durch das sich an ihr bildende Eis
immer wieder schnell eingehiillt und dadurch stumpf wird. Auch auf
der Oberfliche des Messers bilden sich lockere Schneetiberziige, an
denen die Schnitte sehr leicht anfrieren, und sogar auf den Schnitten
selbst schligt sich Wasser nieder, besonders wenn Schnitt oder Objekt-
triger mehrfach nachgekiihlt wurden. In diesem sich niederschlagen-
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den Wasser werden anorganische Bestandteile gelost und so stark ver-
schoben, daf} dies nach der Veraschung manchmal schon makroskopisch
zu erkennen ist. Unter solchen Umstéinden ist besondere Ubung und
allerschnellstes Arbeiten erforderlich, und es muB auf alle Erleichterungen,
wie z. B. Nachfrieren der Schnitte, verzichtet werden. Dann bewihrte
gich oft am meisten, die schnell ausgebreiteten Schnitte dadurch auf
den Objekttriger zu iiberfithren, daf derselbe von oben an den auf dem
Messer liegenden Schnitt herangefiihrt wurde. Wenn der Schnitt den
warmen Objekttriger an einer Stelle beriihrt, klebt er sofort an und
zieht sich véllig glatt an das Glas heran. Ganz besonders stérend wirkt
auch der leiseste Luftzug, weil er das Auftauen der Schnitte auBer-
ordentlich beschleunigt.

Die zu histologischen Vergleichspraparaten bestimmten Schnitte
wurden nicht {iber der Flamme getrocknet, sondern in noch feuchtem
Zustand in Formalinddmpfen fixiert; dies ist schon in einigen Minuten
der Fall, und damit die Schnitte nicht austrocknen, werden sie entweder
gewiissert und in der gewiinschten Weise weiter verarbeitet oder aber
zur Aufbewahrung in etwa 2proz. Formalin iiberfithrt. Ein Aufkleben
der Schnitte ist weder bei den zu firbenden noch bei den zu veraschen-
den Schnitten notig, da die Eiweillkorper des Gewebes ja in unfixiertem
Zustand auf das Glas kommen und erst auf diesem gefillt werden.

Die Veraschung der Schnitte erfolgte in einem vom Institutsmechani-
ker gebauten und schon von Tschopp benutzten elektrisch geheizten
Quarzréhrenofen, dessen Temperatur durch einen vorgeschalteten
Widerstand geregelt werden konnte, unter Durchleitung von ange-
feuchtetem Sauerstoff. (Uber die Héhe der Temperatur s. S. 18.)

Die Betrachtung der Aschenbilder erfolgte im auffallenden Licht
bei etwa 25—100facher Vergroflerung. Der Kondensor wurde durch ein
unter den Objekttriger gelegtes Stiickchen schwarzen Glanzpapiers
ausgeschaltet; durch einfaches Fortziehen und Wiedereinschieben des
Papierstreifens konnten die Aschen ohne Wechsel des Gesichtsfeldes
auch im durchfallenden Lichte betrachtet werden. Die Betrachtung im
durchfallenden Lichte erfolgte bei allen Schnitten, um festzustellen, ob
die Veraschung vollstdndig war; Kohlereste waren so leicht zu erkennen.
Da die Aschen nur ohne jede Bedeckung in allen Feinheiten zu erkennen
sind, wurde auf ein Bedecken oder UbergieBen mit Athercelloidinlésung,
wie es von Liesegang und auch von T'schopp angewandt wurde, ver-
zichtet. Dieses konnte um so eher geschehen, weil die aus nach dem
geschilderten Verfahren hergestellten Schnitten gebildeten Aschen
wesentlich besser am Glas haften als es bei eigenen Vergleichen und
nach den Angaben des Schrifttums bei vorhergehender Formolfixierung
der Schnitte der Fall ist. Eine bloBe Erschiitterung, wie sie nach Poli-
card und Tschopp geniigt, um die Aschen zu verlagern, ist nunmehr ohne
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jeden EinfluB}. Die Aschen sitzen im Gegenteil so fest, dall ein leichtes
Heriiberwischen wohl Schrammen und kleine Beschédigungen, niemals
aber eine vollige Verlagerung der Asche verursacht. Waren die Schnitte
dagegen vor der Veraschung nur gewdissert, so hielten die Aschen auch
von diinnsten Schnitten auBerordentlich viel schlechter. Die Auf-
bewahrung der Aschenpriaparate muf} in einem Exsiccator erfolgen, weil
einzelne Aschenbestandteile Wasser aufnehmen, dabel umkrystallisieren
und sich verlagern oder auch zerfliefen.

Die photographischen Aufnahmen wurden mit einer Reichertschen
Aufsatzcamera hergestellt; zur Scharfeinstellung auf der Mattgcheibe
wurde die Asche moglichst stark mit einer Bogenlampe beleuchtet. Da
jedoch hlerbelueme starke Uberstrahlung die Aschenstruktur viel gréber
erscheinen lieB, wurde bei der Aufnahme selbst mit einer 300-Wattlampe
belichtet; diese war vor dem Objekftisch so aufgestellt, daBl die etwa
15 gem groBe Leuchttliche 10 cm vom Priparat entfernt war und daB
das Licht unter einem Winkel von 10—15° auf das Priparat fiel. Alle
Aufnahmen wurden mit der gleichen bzw. bei verschiedenen Ver-
groBerungen mit der der Lichtstérke des anderen Systems entsprechen-
den Belichtungszeit hergestellt, um den durch die gleiche Schnittdicke
aller Priparate ermoglichten Uberblick iiber die Aschenmenge auch in
der Photographie zum Ausdruck zu bringen. Hierbei muBite bei ge-
ringem Aschengehalte darauf verzichtet werden, durch lingere Be-
lichtung die feineren Aschenveréinderungen in einer den Feinheiten der
Priparate entsprechenden Weise darzustellen. Andererseits zeigte sich
aber, daB} die guantitativen Unterschiede in der Aschenmenge in den
Aufnahmen viel deutlicher erschienen als nach der Betrachtung mit dem
Auge geschiitzt wurde. Fir die Aufnahmen wurden Agfa-Kontrast-
platten verwendet; doch stellte sich heraus, daBl fiir eine vollig ein-
wandfreie Darstellung der Aschenmengen orthochromatische Platten
verwendet werden miissen, weil die Aschen oft leicht bldulich (s. a. S. 27
und Abb. 16) oder bréunlich gefirbt sind.

Beobachtungen iber den Verlouf der Veraschung.

Da die Frage, wie sich die Gewebsschnitte bei der Veraschung ver-
indern und unter welchen Bedingungen evtl. Verschiebungen im Gefiige
der Gewebe auftreten, von ganz besonderem Interesse und ausschlag-
gebender Bedeutung fiir den Wert der Methode der Schnittveraschung
ist, wurde dieser Frage besondere Aufmerksamkeit zugewendet. Um
den EinfluB der Erwiarmung und der dann folgenden Verkohlung der
Schnitte festzustellen, wurden die Schnitte zwischendurch ofter aus
dem Ofen genommen und unter dem Mikroskop betrachtet oder es wurde
die zur vollstindigen Veraschung im Ofen nétige Aufenthaltszeit bei
mehreren gleichen Schnitten fortschreitend verkiirzt, so dal verschiedene



Anwendung der Schnittveraschung. 15

Vorstadien der Veraschung erhalten wurden und unmittelbar mit-
einander verglichen werden konnten. Ein solcher Vergleich ist ohne
weiteres moglich, weil die Verkohlung in den verschiedenen Geweben
und verschiedenen Bestandteilen der Zellen micht gleichzeitig eintritt
und auch verschieden schnell wieder verschwindet, so daB im durch-
fallenden Licht der wechselnde Kohlegehalt viele strukturelle Einzel-
heiten erkennen laft.

Bei vorsichtigem Erwarmen auf ungefahr 100--150° zeigt zuerst
das Bindegewebe eine Verdinderung. Es wird besonders in seinen hyalin

Abb. 2. Haut. Hochgradig hyalinisiertes Bindegewebe der Unterhaut aus der Umgebung eines

Geschwiirs. Aufnahme im polarisierten Licht, Doppelbrechung der hyalinen Fasern (c) infolge Luft-

aufnahme beim Erwirmen auf etwa 150°. Das Epithel (b) zeigt keine, das Horn (@) geringe
Doppelbrechung.

veréinderten Abschnitten trithe und undurchsichtig, so daB es sich schon
makroskopisch aus dem Gewebe heraushebt. Im Polarisationsmikro-
skop (Abb. 2) zeigte sich dann, daB die vor dem Erwirmen bereits an-
deutungsweise vorhanden gewesene Doppelbrechung des Bindegewebes
wesentlich stirker geworden war, wihrend die Doppelbrechung des
Horns z. B. im Gegenteil geringer wurde. Dieser Gegensatz erweckte
den Verdacht, daf es sich bei der Zunahme der Doppelbrechung gar nicht
um eine echte Doppelbrechung handeln méchte, und eine genauere Unter-
suchung zeigte, dafl jene durch eine beim Erwirmen eintretende Luft-
aufnahme der hyalinen Substanz vorgetéduscht wird. Beim EinschlieBen
der Priiparate in Balsam sah man namlich viele kleinste Luftblischen
aus dem Bindegewebe herauskommen, zusammenflieBen und sich im
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Balsam 16sen; danach war die Doppelbrechung verschwunden. Bei
starkerer Krwirmung verkohlen zuerst die bindegewebigen Teile des
Schnittes, die GefaBlwiande und nekrotische Massen. Aus dem Binde-
gewebe und besonders aus den GefaBwinden quellen dabei teerartige
Stoffe heraus, die sich zu kleineren und gréfieren Tropfen zusammen-
ziehen. Erst bei noch stirkerem FErhitzen verkohlen die epithelialen
und muskuléren Anteile der Schnitte. Wihrend die Bilder bei der zu-
nehmenden Verkohlung dadurch nicht so klar erscheinen, daf} der Ein-
tritt der Verkohlung nicht nur von der Art des Gewebes, sondern auch
von der vorhandenen Menge abhéngt, sind bei der zuriickgehenden Ver-

Abb. 3. Herzmuskel. Starke Schwielenbildung. Durchsichtsaufnahme eines verkohlten Schnittes
bel zuriickgehender Verkohlung. Muskulatur bereits fast kohlefrei, Bindegewebe bis in die feineren
Fagern hinein noch sehr stark kohlehaltig (im Bilde schwarz).

kohlung Bilder zu beobachten, die an elektive Farbungen erinnern.
Bei weiterem Aufenthalt der allméhlich vollstindig gleichmiBig ver-
kohlten Schnitte im Ofen hellen sich nunmehr zuerst die muskuléren
und epithelialen Gewebsbestandteile durch Oxydation des Kohlenstoffes
zu Kohlensdure auf. In der Muskulatur ist im Anfang dieses Stadiums
die Querstreifung oft deshalb auBlerordentlich deutlich, weil die isotrope
und anisotrope Substanz die Kohle nicht gleichzeitig abgibt, und es sind
abwechselnd schwarze, noch stark kohlehaltige und gelbliche, fast kohle-
freie Querbander zu sehen. Das Bindegewebe und die Gefile sind in
diesem Stadium noch sehr stark kohlehaltig, so daB Bilder entstehen,
wie sie bei den Versilberungsmethoden des Bindegewebes auftreten
(Abb. 3). In den Epithelien bleiben die Kerne besonders lange kohle-
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haltig, was schon von Liesegang und Policard beobachtet und auf die
Phosphorverbindungen bzw. auf die Pyrrole der Kernsubstanz zu-
riickgefilhrt wurde; das zeigt die Abb.4 an einem Nierenpréparat.
Diese Abbildungen zeigen also, dall bei der Verkohlung und kurz vor
der vollstandigen Veraschung, wie in Abb. 4, die Struktur der Gewebe
und der Zellen bis in die feinsten Einzelheiten hinein erhalten geblieben
ist, und wir diirfen feststellen, daB auch am veraschten Material feinere
Untersuchungen iber die Klementarbestandteile der Zellen méglich
wiren. Die Hauptgefahr fiir die Erhaltung der Gewebe liegt in der bei
der Verkohlung entstehenden Bildung von teerartigen Tropfen, die,

Abb. 4. Niere, Durchsichtsaufnahme eines verkohlten Schnittes kurz vor der vollstandigen Ver-
aschung; GefdBwinde, besonders in den Glomeruli, und Kerne noch stark kohlehaltig. Gewebs-
aufbaun vorziiglich erhalten.

wie erwihnt, aus dem Bindegewebe herausquellen und zu gréBeren Trop-
fen zusammenlaufen. Diese Teerbildung hat auch schon Policard be-
sondere Schwierigkeiten bereitet. Der Vergleich verschieden schnell
verkohlter Schnitte zeigte nun, dal diese Teertrépfchen um so stérker
aus dem Gewebe herausquollen und um so stirker zu gréBeren Tropfen
zusammentlossen, je hoher die Temperatur bei der Verkohlung war,
je plotzlicher sie erfolgte. Sie konnte dadurch weitgehend zuriick-
gehalten werden, da8 die Verkohlung im Anfangsteil des Ofens bei einer
Temperatur von nur 100—150° langsam vorgenommen wurde, Die Zer-
gtorungen durch die Teerbildung sind im Aschenbilde sehr groB; in dem
Teer sind Aschenbestandteile gelést, die bei dem Zusammenlaufen und
bei der dann folgenden Kontraktion der hochviscésen Massen verlagert
Virchows Archiv. Bd. 273. 2
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und in kleineren Bezirken angehduft werden. Im Aschenbild stellen
diese sich dann als aschereiche, runde Scheibchen dar, in denen die Asche
zudem besonders leicht abplatzt.

- Die Priparate wurden im durchfallenden Licht auf die vollsténdige
Veraschung hin gepriift, ob noch Kohlereste in den Schnitten ent-
halten waren, und unter Umstédnden nochmals in den Ofen gebracht.
Um die Veraschungstemperatur feststellen und gleichmiBip erhalten
zu konnen, wurde an der Stelle des Ofens, an der bei der Veraschung
der Objekttriger, bzw. der auf diesem liegende Schnitt sich befand,
ein Thermoelement eingebaut. Dieses war mit einem Galvanometer ver-
bunden, das gestattete, die Temperatur direkt in Graden abzulesen.
Es zeigte sich nun, daB bei einer Temperatur von 450 bis héchstens 500 °
die vollstandige Veraschung nach etwa 20 Min. eingetreten war. Eine
stidrkere Erhitzung bis zu leichter Rotglut der Quarzrohre (600—700°),
wie sie von Policard und T'schopp angewandt wurde, war unnétig, und
sie wurde besonders vermieden, weil viele Beobachtungen zeigten, daf
bereits iiber 500° eine deutliche Verminderung der Aschenmenge ein-
tritt. Die besseren Ergebnisse bei einer gegeniiber den Erfahrungen der er-
wahnten Forscher wesentlich geringeren Verwaschungstemperatur schei-
nen auf zwei Ursachen zuriickzufithren zu sein; es wurde niamlich be-
obachtet, daB einerseits nur wenig dickere Schnitte wesentlich schwerer
zu veraschen waren und daB andererseits bei fixierten Geweben die voll-
stdndige Veraschung bei der in diesen. Untersuchungen angewandten
tieferen Temperatur iiberhaupt nicht zu erzielen war.

Wenn wir die erzielten methodischen Ergebnisse tiberblicken, so
ergibt sich, daB das ausgearbeitete neue Verfahren des Gefrierschneidens
von unfixiertem Material die bisher nicht vorhandene Moglichkeit gibt,
von tierischen und menchlichen Geweben fiir chemische Untersuchungen
geeignete und vor allem geniigend dimne Schnitte herzustellen. Die
direkte Ubertragung der Schnitte von dem Mikrotommesser auf Objekt-
trager gelang durch Erhaltung des Gefrierzustandes der Schnitte bis
zum Antauen auf der Unterlage mit Hilfe eines fiir diesen Zweck an-
gebrachten zweiten Gefrierapparates. FEine forlaufende Uberwachung
der Verbrennung ergab, dafl der Gewebsaufbau in der Schnittasche bis
in feinere Einzelheiten der Zellen hinein erhalten bleibt, wenn die Schnitte
nach dem Antauen auf dem Objekttriger in einer Flamme schnell ge-
trocknet werden und wenn die Verkohlung nicht bei der Veragchungs-
temperatur, sondern bei etwa 150 ° langsam und schonend vorgenommen
wird. Es ergab sich weiter, daB bei Verwendung derartig diinner und
erst auf dem Objekttriger durch Erhitzen fixierter Schnitte eine ganze
Reihe von Schwierigkeiten, die frithere Untersucher gehindert hatten,
verschwinden ; so haftet die Asche dieser Schnitte ohne Klebemittel so
fest, daB die unbedeckte Asche bei einigermafien vorsichtiger Behand-
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lung nicht nur nicht abfillt, sondern sogar — wie im folgenden gezeigt
wird — beim Hintauchen in Wasser in ihren unléslichen Bestandteilen
nicht abgespiilt wird. AuBerdem konnte aus dem gleichen Grunde die
Veraschungstemperatur wesentlich herabgesetzt werden, und da sich
diese Herabsetzung wegen eines Verlustes leichter fliichtiger Substanzen
bei einer Verbrennungstemperatur von iiber 500° sogar als notwendig
herausstellte, wurde zwecks Uberwachung der Temperatur ein Thermo-
element eingebaut.

So gelang es Aschenbilder herzustellen, die auch die Ausfihrung
viel feinerer Untersuchungen, als sie heute méglich sind, gestatten wirden.

Abb. 5. Brustaorta, 2 27 Jahre. Aschenbild. Leichte Vermehrung der Gesamtasche in den tieferen
Schichten der Media. In dieser wie auch in den folgenden Abbildungen bedeutet J = Intima,
M = Media und 4 = Adventitia.

Untersuchungen an Aschenbildern ber die Verinderungen im
Gesamiaschengehall.

Wie es bei der ersten Anwendung neuer Methoden stets der Fall
sein wird, muBte ein groBes Material aus den verschiedensten Organen
und unter den verschiedensten pathologischen Bedingungen gewisser-
mafien abtastend untersucht werden, da bei Beginn der Untersuchungen
jeder Anhalt fehlte, in welcher Richtung Befunde zu erwarten waren.
Dabei fielen starke Verdnderungen in der Verteilung und Menge der
Gesamtaschen vor allem am GefaBsystem auf, und es soll deshalb zuerst
itber diese Beobachtungen berichtet werden.

Bei Neugeborenen findet sich in der Aorta und in den groBen Becken-
arterien sehr wenig Asche, es sind nur feine, in leichten Wellen verlau-

2*
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fende rein weiBe Aschenstreifen zu erkennen, die sich von einem ganz
zart bliulichen Grunde abheben. Die Menge dieser Aschen ist in allen
Abschnitten. der Aorta und auch in den Beckenarterien die gleiche.
Beim Siugling ist der Aschengehalt dhnlich, doch eher etwas geringer als
beim Neugeborenen, besonders erscheint der Grund der Priparate zwi
schen den rein weillen Aschenstreifen, die den elastischen Fasern ent-
sprechen, oft rein schwarz und somit fast aschefrei. Aunch bei einem
2 Jahre alten Kinde (S.382/28, Tod an Pneumonie nach Masern)
fand sich noch der gleich geringe Aschengehalt wie beim Sdugling. Aus
den folgenden beiden Jahrzehnten konnte bisher noch kein Material

Abb. 6. Arteria femoralis, @ 27 Jahre, Aschenbild. In der Tntima eine hochgradige Ablagerung
von reinweilen Aschen.

untersucht werden. Bei einer 27jihrigen Frau (8. 401/28), die an einer
chronischen Lungentuberkulose starb und deren GefaBsystem makro-
skopisch ausgesprochen unterentwickelt erschien, war aber der Aschen-
gehalt in der Aorta im ganzen noch nicht groBer als bei den untersuchten
Kindern. Nur stellenweise fanden sich in den tieferen Mediaschichten
zwischen den regelmiBig verlaufenden zarten Aschen der elastischen
Fasern kleine, ebenfalls rein weile, zum Teil zwischen, zum Teil an den
Fasern liegende Ablagerungen (Abb. 5).

Ein sehr auffilliges Bild zeigte im Gegensatz zu der Aorta die aus-
nahmsweise untersuchte Arteria femoralis, in der die Intima im Aschen-
bilde durch eine breite, rein weille, wechselnd dicke Aschenlinie sowohl
auf Lings- wie auf Querschnitten dargestellt wurde (Abb. 6). Ein mit
Hamatoxylin gefirbtes Vergleichspriiparat zeigte nur vereinzelt kleinste
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blau dargestellte Kalkablagerungen zwischen den vielfach aufgesplitter-
ten elastischen Lamellen der Elastica interna; die GréBe des Unter-
schiedes in der Darstellung der Verinderungen zeigt am besten der
Vergleich mit der Abb. 7, bei der es sich um eine Durchsichtsaufnahme
von einem, dem veraschten benachbarten, mit Hamatoxylin gefdrbten
Gewebsschnitt handelt. In diesem finden sich keine dem Aschenbilde
entsprechenden Ablagerungen, sondern zwischen den teilweise aufge-
splitterten elastischen Lamellen finden sich nur ganz vereinzelt kleine,
durch ihre starke Blaufarbung als Kalk gekennzeichnete Einlagerungen.
Tm iibrigen war die Intima und besonders auch die Elastica frei von

Abb. 7. Arteria femoralis, Himatoxylin-Vergleichspriparat zu der Abb.6. Tn diesem sind in
der Intima nur kleine vereinzelte Kalkherde zu erkennen.

allen Einlagerungen, doch erschien diese verdickt und sie verlief nicht
wie gewohnlich in weichen Wellen, sondern sie war vielfach scharf ein-
geknickt und aufgesplittert, als ob sie sehr briichig gewesen wiire.
Mit zunehmendem Alter fand sich in den untersuchten Aorten eine
méfige, wenn auch deutlich erkennbare Zunahme des Aschengehaltes;
diese Vermehrung betrifft aher nicht alle Abschnitte der Aorta gleich-
méifig, sondern sie ist — wie schon mit bloBem Auge an gleichzeitig
geschnittenen und auf dem Objekttriger nebeneinanderliegenden
Schnitten zu erkennen ist — in der Brustaorta am stirksten und nimmt
zur Bauchaorta hin immer mehr ab, so daf sie dort wesentlich geringer
oder {iberhaupt nicht mehr zu erkennen ist. Bei mikroskopischer Be-
trachtung ergibt sich, daf die Vermehrung hauptsichlich durch eine
Aschenzunahme der elastischen Fasern hervorgerufen wird; im Gegen-
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satz zu diesen rein weillen Aschenablagerungen findet sich zwischen den
elastischen Lamellen eine, wenn auch geringere Vermehrung der leicht
bliulichen Asche, die den Muskelfasern zu entsprechen scheint.
Wihrend die eben beschriebenen Verdnderungen in weit voneinander
entfernten Teilen der Aorta verschieden stark, in einem Schnitt aber
vollig gleichmaBig ausgeprigt sind, fanden sich in dem gleichen Alters-
bereich manchmal auch mehr herdférmige und schwerere Veridnde-
rungen. Das Aschenbild 9 zeigt neben den erwihnten Verdickungen
der elastischen Fasern eine unregelmifig herdformige Ablagerung rein
weiber Asche in die zwischen den elastischen Fasern liegenden Zwischen-

Abb. 8. Brustaorta, & 47 Jahre. Aschenbild. Vermehrung der Asche in den elastischen Fasern.

riume, und diese ist vielfach so hochgradig, daf die Liicken vollig aus-
gefiillt werden. Das Priiparat stammt von einem 41jihrigen Manne,
der bei einem verengendem Speisershrenkrebs infolge Inanition zu-
grunde ging (S.332/28). Auch die Bauchaorta zeigte in diesem Falle
eine Aschenvermehrung, doch war sie etwas geringer, so dafB die erwéhnte
Abnahme der Aschenmenge nach unten noch deutlich war; die Arteria
iliaca communis zeigte keine Aschenvermehrung mehr.

Eine nach Menge und Form #hnliche Aschenvermehrung fand sich
auch bei einem 49 Jahre alten Manne, der an den Folgen eines kom-
plizierten Oberarmbruchs bei Lebercirrhose starb (S.400/28). In der
Media der Brustaorta sind aber auBerdem, besonders in dem an die
Adventitia grenzenden Abschnitt, eigenartige Liicken im Aschenbild
zu sehen, in denen sich keine Asche fand (Abb. 10). Diese Liicken sind
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unscharf begrenzt, weil die den elastischen Fasern entsprechenden ver-
starkten Aschenstreifen allméhlich zarter und schmiler werden. Wih-
rend sie zum Teil vollig unterbrochen erscheinen, sind sie stellenweise
jedoch auch in den Liicken, diese in ganzer Ausdehnung durchziehend,
zu erkennen; sie haben nur einen derart geringen Aschengehalt, wie er
sich in den Aorten von Kindern fand. Die Entstehung der Liicken konnte
durch die Betrachtung eines Hématoxylin-Vergleichspriparats erklirt
werden (Abb. 11); an den entsprechenden Stellen finden sich feine Blut-
gefifle, die von den groBeren AdventitiagefiBen aus in die Media ein-
gewachsen sind.

Abb. 9. Brustaorta, & 41 Jahre. Aschenbild. Neben einer Vermehrung der Aschenmenge in den
elastischen Fasern, sind herdftrmige Einlagerungen auch in den den glatten Muskelfasern ent-
sprechenden Zwischenriumen zu erkennen. (Intima leicht verdickt.)

Auch bei einigen Féllen mit schwersten Arteriosklerosen fanden sich
in Schnitten aus verschiedenen der Umgebung schwerster Zerfallsherde
entnommenen Wandstiicken hochgradige Aschenansammlungen, ohne
dafl in gefiarbten histologischen Préparaten diesen entsprechende Ver-
dnderungen zu beobachten gewesen wiren. Es wurden absichtlich die
dem Amnschein nach wenig verdnderten Teile untersucht, weil besonders
daran lag, festzustellen, wie hochgradig die Aschenmengen zunehmen
miissen, um auch mit Hamatoxylin darstellbar zu werden. Die Abb. 12
zeigt das Aschenbild eines Schuittes durch die Bauchaorta eines 87 Jahre
alten Mannes (S. 358/28); hier liegen ganz auflerordentlich grofe
Mengen von Asche in der Media und auch in der Intima, so daB von der
Zeichnung des Gewebes auf weite Strecken gar nichts zu erkennen ist.
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Abb. 10. Brustaorta, & 49 Jahre. Aschenbild. Neben s#hnlichen Aschenverinderungen wie in
Abb. 9 finden sich Aussparungen, in denen die elastischen Fasern zum Teil fehlen, zum Teil aber
weniger aschehaltig sind.

h. ;-.:.1_ .

Abb. 11. Brustaorta, & 49 J ahre. ' Durchsichtsaufnahme eines Vergleichspriparates (Hamatoxylin-
firbung) zu Abb. 10, An den den’Liicken im Aschenbild 10 entsprechenden Stellen finden sich die
auch im Priparat selbst kaum sichtbaren Vasa vasorum.
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Abb. 12, Bauchaorta, & 87 Jahre. Aschenbild. Sehr hochgradige Aschenanhiufung in der Media
und in der verdickten Intima in der Umgebung arteriosklerotischer Herde.

Abb. 13, Bauchaorta, & 87 Jahre. Aschenbild. Aschenverteilung sehr unregelmifig; Intima im
Gegensatz zu Abb. 12 trotz stirkerer Verdickung sehr aschearm.
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Im Himatoxylinpraparat findet sich nichts von den Aschen dargestellt,
soweit sie, wie in diesem Gesichtsfeld, rein weil} gefirbt sind. In diesem
Falle war die Aschenverteilung in den verschiedenen untersuchten
Schnitten auBerordentlich verschieden:; in der Abb. 13 ist z. B. die In-
tima sehr aschearm, obwohl sie viel stiarker als in der Abb. 12 verdickt
ist und unter diesen stdrksten Verdickungen ist die Ablagerung sogar
auch in der Media besonders gering. Auch in der Farbung der Asche
bestanden auffillige Unterschiede. In gréBeren Aschenhaufen der In-
tima fanden sich scharf begrenzte Bezirke, in denen die Asche lebhaft
rostbraun gefarbt war; beziiglich der Aschenmenge unterschieden sich

Abb. 14. Arteria iliaca interna, @ 77 Jahre. Langsschnitt durch die Wand.
Hochgradige Aschenablagerung.

diese Herde jedoch nicht von ihrer Umgebung. In den Vergleichs-
priparaten fanden sich an den entsprechenden Stellen mit Hématoxylin
blauschwarz gefirbte Einlagerungen, die in ihren Umrissen genau den
rostbraun verfirbten Herden des Aschenbildes entsprachen.

In einem beziiglich der Veréinderungen an der Aorta und in der Dar-
stellbarkeit der Asche an den rostbraun verfarbten Bezirken dem vorher-
gehenden vollig entsprechenden Fall (S.394/28, 3 77 J.) wurde auch
eine Arteria iliaca untersucht. Der Vergleich der beiden Abb. 14 und 15
zeigt, daB die groBen Mengen von Asche in der Intima plattenférmig
und in der Media rohrenférmig uwm die Muskulatur herum abgelagert
sind, so dafB diese wie ummauert erscheint. Die Farbe dieser Asche war
rein weiB, im Hamatoxylinschnitt fanden sich keinerlei erkennbare
Veranderungen.
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Auch in den GefdBen der verschiedensten Organe finden sich Aschen-
ablagerungen. Abb. 16 zeigt einen Teil der Wandung einer chronisch
entziindeten Gallenblage (S. 379/28) mit einer sehr stark aschen-
haltigen Arterie; der Kontrast ist in diesem Bilde nicht so groB, weil
die Muskulatur der Gallenblasenwand ebenfalls mehr Asche enthélt, und
auBerdem ist die Muskelasche infolge Verwendung nichtorthochroma-
tischer Platten zu stark dargestellt, weil sie ungewdhnlich lebhaft blau-
lich geféarbt war.

Besonders deutliche Veranderungen fanden sich weiter an den Nieren-
gefaBen. In einer hypertrophischen, von tuberkulésen Herden durch-

Abb. 15. Querschnitt von dem gleichen Gefi8 wie Abb. 14.

setzten Niere (S. 396/28, Tod an Urdmie bei tuberkuléser Sack-
niere der anderen Seite) sind in den verdickten Wanden mittelgroBer,
auf der Grenze von Mark und Rinde verlaufender Arterien in der In-
tima reichliche, in der Media maBige Mengen von weiler Asche abge-
lagert (Abb. 17). Neben diesen Gefidfien sind im Aschenbild noch kleine
weille Scheibchen zu erkennen; hier handelt es sich nicht um Kunst-
produkte — wie sie etwa bei zu schneller Verkohlung entstehen —, son-
dern um bindegewebig umgewandelte Glomeruli, in denen sich Asche ab-
lagert. Das zeigt der Vergleich des Aschenbildes mit dem histologischen
Priparat, das die Abb. 18 wiedergibt; auf diesem sind an der entspre-
chenden Stelle mehrere, teilweise oder véllig hyalin umgewandelte Glo-
meruli zu erkennen. Zu diesem Bild ist noch besonders zu bemerken,
dall sich im ganzen Priparat keine erkennbaren Konkrementablage-
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rungen fanden; besonders sind die im Lichtbild zum Teil schwarz
erscheinenden elastischen Fasern im Préiparat glasklar, und sie erscheinen
in der Aufnahme zum Teil nur deshalb dunkel, weil die starke Licht-
brechung an den beiden Réndern zu wenig Licht durchtreten laGt.
Bei den im Aschenbild der Abb. 17 im Gefafilumen erkennbaren Aschen
handelt es sich ebenfalls nicht um Kunstprodukte, denn sie fanden sich
in einem groflen Teil der groBeren Gefifle in allen Praparaten aus dieser
Niere; sonst wurden im GefdBlumen niemals Aschen beobachtet. Da
der Tod in diesem Fall unter den Erscheinungen der Urdmie erfolgte,
liegt es nahe, einen Zusammenhang mit dieser anzunehmen. Die fol-

Arr- B

Mysn,

Abb. 16. Gallenblasenwand bei chronischer( Cholecystitis. Aschenbild. In der Wand einer kleinen
Arterie starke, in der Muskulatur mittelstarke Aschenvermehrung.

gende Abb. 19 zeigt die Verinderungen in der gleichen Niere an kleineren
GefaBen der Rinde und wiederum an den Glomeruli; hier verdient der
Befund an dem Glomerulus, der noch gar nicht geschrumpft ist und nur
eine doppelt konturierte, den Kapselblattern entsprechende Aschen-
ablagerung zeigt, besondere Beachtung.

Am eindrucksvollsten sind die GefdBverinderungen neben denen der
Aorta aber am Uterus, wo sie bei der Riickbildung der Gefifile nach
fritheren Schwangerschaften zu beobachten sind. Die Priparate der
Abb.20—22 stammen aus einem Uterus, in dem die histologische Betrach-
tung der Media keinerlei Verinderungen erkennen lie. Im Himatoxylin-
priparat (Abb. 20) findet sich nur in den elastischen Lamellen, die etwas
verbreitert und zum Teil etwas aufgesplittert erscheinen, eine diffuse
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Abb. 17. Niere, 3 44 Jahre. Aschenbild. Starke Aschenanhiufung in der Intima, mittelstarke in
der Media von Arterien; in verddeten Glomeruli (@) leichte Vermehrung der Asche.

Abb. 18, Niere, Durchsichtsaufnahme eines dem vorhergehenden benachbarten Schnittes bei
Himatoxylinfirbung. Keine erkennbaren Einlagerungen in die Wandungen der GefiBe.



30 0. Schultz-Brauns:

Blaufirbung, die auf eine mifig hochgradige Ablagerung von Kalk be-
zogen werden mull. Im Aschenbild dagegen ist die ganze Media einschlief3-
lich der Elastica interna von zusammenhéngenden, strukturlosen Aschen-
massen erfillt; auBerdem ist die Intima und auch die Uterusmuskulatur
durch eine leichte Vermehrung im Aschengehalt ausgezeichnet. Die
gleichen Veranderungen finden sich (Abb.22) an den mittelgroBen
und sogar auch an den kleinen Arterien des Uterus, wie ein Ausschnitt
aus demselben von einem dicht unter der Schleimhaut gelegenen Wand-
stiick zeigt.

Aber nicht nur im GefidBsystem, sondern auch in anderen Geweben
finden sich dhnliche Anhdufungen von Aschenbestandteilen. Das zeigt

Abb. 19. Niere, & 44 Jahre. Aschenbild. Starke Aschenanhiufung in der Wandung Xkleinerer
Gefafe und in der Kapsel eines noch nicht geschrumpften Glomerulus (der doppelte Aschenring
ganz rechts in der Abbildung).

z. B. besonders der Knorpel, und dieser zeigt auch beziiglich der Stéirke
der Verinderung in den verschiedenen Altersstufen éhnliche Schwan-
kungen, wie wir sie an den GefdBwinden gesehen haben. Beim Kinde
enthalt der Knorpel zwar schon reichlich Asche — er ist ja ein sehr
aschereiches und z. B.das am stirksten natriumhaltige Gewebe des
Korpers —, diese Asche ist aber vollig gleichméBig auf die ganze Zwi-
schensubstanz verteilt und rein bliulichweill gefarbt. Beim Erwach-
senen findet sich dagegen, auch wenn mit bloBem Auge keine Verénde-
rungen am Knorpel zu erkennen sind, eine mehr oder minder hochgradige
Auhiufung von rein weiBer Asche neben den erwihnten blaulichen
Aschen. Diese Ablagerungen fanden sich meistens in der Knorpelgrund-



Anwendung der Schnittveraschung. 31

Abb. 20. Uterus. Durchsichtsaufnahme eines Hamatoxylinpriparates. In den Arterien ist die
Elastica interna infolge Kalkeinlagerung méBig stark blaulich verfiarbt.

Abb. 21. Uterus, & 47 Jahre. Aschenbild. Stirkste Aschenablagerungen in der Media der Arterien,
Ieichtere in. der zum Teil verdickten Tntima und in der Muskulatur des Uterus.
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substanz, manphmal aber auch, wie es die Abb. 23 zeigt, in den Knorpel-
zellen selbst. Es handelt sich hier um einen Bronchialknorpel bei
chronischer Bronchitis, der aullerdem von chronisch-pneumonischen
Herden umgeben war (S. 316/28, Asthma bronchiale). Auch in diesem
Falle liegen die meisten herdférmig abgelagerten Aschen in der Rand-
zone des Knorpels, die Asche des Zwischengewebes ist gleichmiBig
blaulichweill gefirbt und nur ganz vereinzelt von weillen Aschen durch-
setzt. Die Ascheeinlagerung in die Knorpelzellen war vielfach, und das
zeigt auch das Lichtbild noch gut, nebeneinander in den verschiede-
nen Stadien dieses Prozesses zu sehen. Bei den am wenigsten verinder-

Abb. 22, Uterus, Q 47 Jahre. Aschenbild. Aschenanhiufungen auch in kleineren und mittelgroSen
Arterien dicht unter der Uterusschleimhaut.

ten Knorpelzellen findet sich Asche nur in der dubersten, vom Kern am
weitesten entfernten Zone des Plasmas, so daB oft sichelartige Aschen-
haufen entstehen, wenn der Kern exzentrisch in der Zelle liegt. Lagert
sich mehr Asche ab, wird der ganze Leib der Knorpelzelle ausgefiills;
der Kern bleibt aber am lingsten ausgespart, und nur in ganz wenigen
Zellen war auch er von Asche erfiillt, Stellenweise fiel bei Betrachtung
der Kerne auf, daf3 in der Gegend, wo man die Kernkorperchen erwarten
kénnte, ein oder auch zwei rein weill aufleuchtende Pimktchen zu er-
kennen sind. Gegeniiber diesen Versnderungen der Knorpelzellen im
Aschenbild fanden sich im histologischen Vergleichspréparat keinerlei
Besonderheiten an den Knorpelzellen und im besonderen kein Anhalt
dafite, daf hier eine Schidigung der Knorpelzellen die Ursache der
Aschenablagerung sein koénnte. :
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Die schwersten und ausgedehntesten Aschenablagerungen fanden
sich bei der tuberkulésen Nekrose, bei der Verkisung. Die geradezu
ungeheuren Aschenmengen, die hierbei abgelagert werden, zeigt die
Abb. 24, In diesem Bilde entsprechen die zusammenhéngenden rein
weiBen, strukturlosen Aschen den das ganze Innere der Niere ausfillen-
den kisigen Massen, und die schmale weille, zum Teil unterbrochene
Linie der schwielig verdickten und zum Teil ebenfalls verkdsten Kapsel;
das erhaltengebliebene Nierengewebe dagegen zeigt nur eine ganz
leichte Vermehrung im Aschengehalt.

Abb. 23. Bronchialknorpel, & 56 Jahre. Aschenbild. Im peripheren Abschnitt des Knorpels hoch-
gradige, im zentralen m#Bige Aschenablagerungen, hauptsichlich in das Protoplasma der Knorpel-
zellen,

Im Gegensatz zu derartigen alten kiisigen Massen sind frische Ver-
késungen sehr aschenarm; das zeigen die zarten, ringférmigen Aschen-
ablagerungen in der frischen tuberkulésen Nekrose eines Lymphknotens
im linken Teil der Abb. 26, die auf der Durchsichtsaufnahme eines
Héamatoxylin-Vergleichspriparates (Abb. 25) von einem unmittelbar
folgenden Schnitt infolge der fehlenden Firbbarkeit des Gewebes als
helle weile Scheibe zu erkennen ist. Diese beiden Aufnahmen sollen
aber noch mehr zeigen. Im Himatoxylinpriparat ist die tuberkuldse
Nekrose von méBig hochgradigen Kohleablagerungen umgeben; da die
Kohle nun bei der Veraschung zu Kohlensiure oxydiert wird und ent-
weicht, wire zu erwarten, dafl die kohlehaltigen Stellen im Aschenbild
frei erscheinen wiirden. Statt dessen zeigt das Aschenbild an den vorher
kohlehaltigen Stellen die gleiche Struktur als Asche, die vorher die Kohle

Virchows Archiv. Bd.273. 3
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gezeigt hatte. Die Ubereinstimmung zwischen beiden Praparaten geht
bis in feinere Einzelheiten, so daf die Bilder sich fast wie das Positiv
zum Negativ verhalten; doch fallt auf, daf die Aschenmenge etwas
grofBer erscheint als die abgelagerte Kohlemenge.

Diese enge Beziehung zwischen Kohle und Aschenablagerungen
fand sich in allen untersuchten Fillen und stets war die Aschenablage-
rung noch stérker, als man nach dem Kohlegehalt erwartet hitte, so
daB bei Beginn der Kohleablagerung die Verdnderung im Aschenbild
viel auffalliger sich darstellt als im gewéhnlichen histologischen Pré-
parat. Das zeigt z. B. ein Aschenbild aus einer im ganzen sehr kohle-
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Abb. 24. Niere, & 44 Jahre. Aschenbild. Hochgradigste Aschenablagerung im verkésten Inhalt
(K,) einer Sackniere; im Nierengewebe (N) selbst nur eine geringe Zunahme der Aschenbestand-
teile. Unter der Kapsel (K,) ebenfalls sehr aschereiche Kisemassen.

armen Lunge, in der sich nur ganz kleine, weiche, subpleural gelegene
sog. ,,physiologische* Kohleherde fanden. Im histologischen Préparat
war hier nur sehr wenig Kohle und gar keine Verénderung des Gewebes
zu erkennen ; im Aschebild (Abb. 27) findet sich dagegen schon reichlich
rein weiBle Asche, die in der gleichen zwickelformigen Art abgelagert ist
und an der Stelle der Vene die entsprechende Aussparung zeigt. Dieses
Bild soll weiter zeigen, daB der Aschegehalt des normalen Lungengewebes
so gering ist, daB er unter den angewandten Bedingungen im Lichtbild
noch gar nicht dargestellt wird.

Wihrend die Asche, die nach Verbrennen der Kohle an deren Stelle
in Erscheinung tritt, im allgemeinen rein weill geférbt aussieht, war sie
in einigen Fallen gelblich oder sogar rétlich-braunlich verfiarbt. Solche
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Abb. 26.

Abb. 25 und 26. Lymphknoten, © 61 Jahre. Abb. 25 (oben) stellt eine Durchsichtsaufnahme von

einem Hamatoxylinpriaparat, Abb. 26 ein Aschenbild von einem unmittelbar benachbarten Schnitt

dar. In der frischen tuberkuldsen Nekrose sehr wenig Asche; im iibrigen zeigen Kohle und Asche
die gleiche Verteilung.

3%
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Verfarbungen der Asche fanden sich vereinzelt in allen untersuchten
Lymphknoten und Lungen; sie waren am wenigsten ausgesprochen bei
einer Reihe von Tuberkulosen, am stirksten, wenn eine Stauung vor-
handen war oder ihr fritheres Bestehen angenommen werden konnte.
Besonders stark zeigten sie sich daher, abgesehen von einem Falle von
Lebercirrhose, bei dem schon makroskopisch eine Braunfirbung vieler
Gewebe auffiel, bei chronischen, mit Hochdruck verbunden gewesenen
Nierenerkrankungen, bei Asthma bronchiale und bei einem ausgeheilten
Herzfehler. Eine solche Aschenfarbe deutete ohne weiteres auf einen
Gehalt an Eisen, der auch mit der Berliner-Blau- und Ammoniumreak-

Abb. 27. Lunge, §etwa 50 Jahre. Aschenbild. In einem subpleuralen kleinen Kohleherd nach

der Verbrennung reichlich Aschenbestandteile; der Aschegehalt des normalen Lungengewebes ist

bei der angewandten Dicke der Schnitte und der Belichtung bei der Aufnahme noch nicht dargestellt.
(Pl....Pl="Pleura; I = Interlobuldrseptum.)

tion bestitigt werden konnte. Besonders bemerkenswert wurden diese
Befunde dadurch, daB in einer ganzen Reihe von Fallen — besonders
bei dem erwahnten ausgeheilten Herzfehler — in histologischen Ver-
gleichspriparaten ein Eisengehalt weder makroskopisch noch mikro-
skopisch und auch nicht nach Anwendung von Eisenreaktionen nach-
zuweisen war, weil die schwarze Kohle das Eisen vollig verdeckte.
Gegeniiber dem Aschengehalt der normalen Lunge, der, wie die
vorhergehende Abbildung zeigte, so gering ist, dall er unter den an-
gewandten Bedingungen noch nicht in der Lichtbildaufnahme dar-
gestellt wird, fanden sich aber in einer ganzen Reihe von Lungen
sowohl allgemeine wie auch herdférmige Verinderungen im Aschen-
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bilde. In der Jugend, im mittleren Alter ist der Aschengehalt gering;
bei schweren Tuberkulosen sogar deutlich vermindert; im hohen Alter
kommt es dagegen zu hochgradigen Zunahmen. In der Abb. 28, die
ein Aschenbild aus der Lunge eines 80jahrigen Mannes zeigt, sind die
Alveolarwinde so aschereich und sie erscheinen so scharf konturiert,
daB sie gar nicht einem zarten Lungengewebe, sondern eher einem Kalk-
skelett zu entsprechen scheinen. Aber diese in der ganzen Lunge gleich-
schweren Verdnderungen werden in der gleichen Lunge noch tibertroffen
durch die Aschenzunahme in einer kleinen atelektatischen Spitzen-
narbe (Abb. 29). In dieser ist das Lungengewebe nicht etwa zugrunde
gegangen, sondern es ist, wie das histologische Vergleichspraparat be-

Abb. 28. TLunge; 8 80 Jahre. Aschenbild. In den nicht verbreiterten Alveolarwinden hochgradige
Vermehrung der Aschenbestandteile.

sonders bei Farbung der elastischen Fasern zeigte, in allen Teilen er-
halten und nur infolge des fehlenden Luftgehaltes zusammengedriingt
worden. Die Vermehrung des Aschegehaltes ist also zum Teil durch die
Zusammendringung der Alveolarwinde, auBlerdem aber auch ganz
wesentlich dadurch bedingt, dafl sie auch mehr Asche enthalten.
Aber nicht nur im Alter fanden sich Ascheablagerungen in der Lunge,
sondern auch unter pathologischen Bedingungen bereits im mittleren
Alter. So zeigt Abb. 30 den Rand eines chronisch-pneumonischen In-
filtrats und diese Durchsichtsaufnahme eines Himatoxylinpraparats
zeigt, dall die Zeichnung des Lungengewebes infolge einer Verbreiterung
der Alveolarwiinde und einer teilweisen Anfiillung der Alveolen mit in
Organisation befindlichen Exsudatmassen sehr verwaschen ist. Das
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zugehdrige Aschenbild aber 148t den Aufbau viel deutlicher erkennen:
infolge einer betrichtlichen Vermehrung der in den verbreiterten Septen
abgelagerten Aschen ist der Verlauf der Alveolarwinde hier gut zu ver-
folgen.

Bereits bei Beschreibung der Aschenverétnderungen in den Gefaf3-
winden war bei der Gallenblase erwidhnt worden, dall in dieser eine
Aschenvermehrung auch in der Muskulatur vorgelegen hatte (Abb. 16);
eine dhnliche Verinderung fand sich auch einmal in der quergestreiften
Muskulatur, in einem von groBlen Schwielen durchsetzten Herzmuskel],
dessen Aschenbild die Abb. 32 zeigt. In dieser zieht eine zwickelférmige

Abb. 29. Lunge, atelektatische Spitzennarbe aus der gleichen Lunge wie Abb. 28. Hochgradigste
Vermehrung der Asche in den Wianden der kollabierten Alveolen.

Narbe in der Mitte links beginnend und nach rechts und rechts unten
sich verbreiternd durch das Gesichtsfeld; die in ihr sichtbaren hellen
Aschenflecken entsprechen stark gelb gefirbten eisenoxydhaltigen
Aschenablagerungen. Am oberen Rande dieser Schwiele findet sich
nun ein stirker aschehaltiger Streifen, der, wie das histologische
Vergleichspriaparat zeigte, einer Gruppe von groflen, plumpe und chro-
matinreiche vergroBerte Kerne enthaltenden Muskelfasern entspricht.

Zuletzt muB noch erwihnt werden, dal auch am Epithel, wie z. B.
in der Leber, Zunahmen des Aschengehalts beobachtet werden konnten;
doch waren diese Verdnderungen gegeniiber den bisher gezeigten Aschen-
mengen zu gering, um bei der angewandten Schnittdicke und Belich-
tungszeit bei der Herstellung der Lichtbilder dargestellt zu werden.



Anwendung der Schnittveraschung. 30

Abb. 30, Lunge; & 56 Jahre. Durchsichtsaufnahme eines Hidmatoxylinprédparates aus dem Rand-
gebiet eines chronisch-pneuwmonischen Herdes.

Abb. 31. Lunge, chronisch-pneumonischer Herd der Abb. 30. Aschenbild. Ablagerung von reich-
lichen Aschenmengen in den verbreiterten Alveolarsepten.

Besprechung der Befunde und Versuche zur Feststellung der einzelnen
Aschenbestandtetle.

Bei der Beschreibung der einzelnen Aschenbefunde wurden oft sehr
naheliegende Deutungen absichtlich vermieden, weil die Erfahrungen
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auf diesem neuen Gebiet noch zu geringe sind, um auch im Einzelfall
eine sichere Deutung zu gewédhrleisten. Eine groBe Zahl von sich auf-
dringenden Fragen mul} aus diesemm Grunde weiteren in mancher Rich-
tung bereits begonnenen Untersuchungen vorbehalten bleiben. Trotz
aller gebotenen Zuriickhaltung ergeben sich aber in vielen Féllen eine
ganze Reihe von Gesichtspunkten.

Uberblicken wir die Befunde, iiber die im vorhergehenden berichtet
wurde, so lassen sich viele von ihnen danach gruppieren, ob die Aschen-
ablagerungen in lebendes Protoplasma oder in gewissermafien unbelebte
Zwischensubstanz und abgestorbene Gewebsbestandteile hinein erfolgt

Schw.

Abb. 32. Herzmuskelschwielen. Aschenbild. Vermehrung der Asche in einem schmalen, an eine
Schwiele angrenzenden Muskelfaserstreifen (M#.); Schwiele (Schw.) selbst aschearm, von hellgelben
eisenhaltigen Ablagerungen durchsetzt. (M. normale Herzmuskulatur.)

ist. In der zweiten Gruppe finden wir die schwersten Veréinderungen
in alten tuberkulésen Nekrosen und in groBlen Zerfallsherden in der
Intima der groBten Arterien. Aber auch in noch mit dem Kérper in
engem funktionellen Zusammenhang stehenden Gewebsbestandteilen
konnen Aschenvermehrungen erfolgen, so z. B. in vernarbendem Binde-
gewebe (hyalin umgewandelte Glomeruli), in die Knorpelgrundsubstanz
und in das elastische Gewebe. In den beiden letzten Gewebsarten fillt
eine besondere Beziehung zum Lebensalter auf: gegeniiber einem sehr
geringen Aschengehalt im jugendlichen Alter — beziiglich einem be-
trachtlichen Gehalt an rein bliulicher Asche im Knorpel — kommt es
mit zunehmendem Alter zu einer immer stirkeren Ansammlung von
rein weiller Asche. Derartige Zunahmen von Aschenbestandteilen sind
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erst ganz kiirzlich von Biirger und Schlomka mittels quantitativer Ana-
lysen z. B. fiir das Calcium beobachtet worden. Sie gingen von der Uber-
legung aus, daf Schlacken besonders in Geweben abgelagert werden
mifiten, die eine schlechte Gefalversorgung besitzen; nach dieser ge-
meinsamen Eigenschaft fassen Birger und Schlomka diese als brady-
trophe Gewebe zusammen, und sie fanden an solchen Geweben, u. a. auch
an der Aorta und am Knorpel, eine sehr hochgradige Zunahme des
Calciumgehalts im Alter. Wie maligeblich die GefdBlosigkeit dieser
Gewebe fiir das Zustandekommen der Ablagerungen ist, zeigt sehr schén
die Abb. 11: in der Umgebung der Vasa vasorum wird die Aschenmenge
geringer und fehlt sogar unmittelbar an den Gefélen fast ganz. Auch
in den Lungen kommt es im Alter, soweit bisher beobachtet, allerdings
nur im héchsten Alter, zu starken Aschenvermehrungen, die zum Teil
ebenfalls die elastischen Fasern betreffen. Ahnliche Verinderungen
finden sich auch schon im mittleren Alter, dann aber nur, wenn schwere
krankhafte Verdnderungen in der Lunge vorhanden sind.

Wihrend diese Aschenbefunde in gewissermaflen unbelebtem Mate-
rial als Vorstufen der Verkalkung angesprochen werden kénnen — wie-
weit es sich bei den Aschenmengen in unseren Befunden um Calcium
handelt, wird noch besprochen werden — und sich damit in die Vor-
stellungen einfiigen, die auf Grund der unzéhligen histologischen Be-
obachtungen gebildet worden sind, finden sich in der anderen Gruppe
Aschenablagerungen auch in Iebenden Zellen. Das zeigen z. B. die Auf-
nahmen 33 an der Herzmuskulatur, 17 an der Gallenblasenmuskulatur
und ganz besonders schén die Abb. 24 an Knorpelzellen. In diesem
Falle bestehen die intracellulir abgelagerten .Aschenbestandteile —
wie im folgenden gezeigt werden wird -— fast ausschlieBlich aus Calcium
und da im histologischen Vergleichspriparat die Knorpelzellen gut
firbbar waren und keinerlei auf eine Schidigung deutende Verande-
rungen zeigten, mufl angenommen werden, daf die Einlagerungen in
die lebenden Knorpelzellen erfolgten. Auch in der Gallenblase und in
dem Herzen waren die Muskelfasern gut erhalten, die Herzmuskelfasern
erschienen sogar hypertrophisch. Zur Erklirung dieser Befunde kénnen
nur die Beobachtungen und Vorstellungen herangezogen werden, die
Freudenberg und Gyirgy tber die Verkalkung in tierischen Geweben
verdffentlicht haben. Diese glauben, daB es in den Geweben keine be-
‘sonderen ,,Kalkfinger gibt, sondern daB alle Zellen gleichmiBig Kalk
aufnehmen, von diesem sich aber nur durch ihre sauren kalkldsenden
Stoffwechselprodukte wieder befreien kénnen. Wenn also der Stoff-
wechsel der Zelle darniederliegt, bleibt der Kalk in der Zelle liegen,
sie verkalkt. In unseren Fillen sind wir nun ohne weiteres berechtigt,
eine Schidigung der Zelle und damit ihres Stoffwechsels anzunehmen ;
in der Gallenblase bestand eine ausgedehnte chronische Entziindung,
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auch der Knorpel war von chronisch entziindlichen Herden umgeben.
Bei den aschereichen Herzmuskelfasern ist die Deutung jedoch nicht
so einfach; es war aber aufgefallen, dafl nur einige unmittelbar an die
Schwiele grenzende Schichten von Muskelfasern mehr Asche enthielten.
Wenn man nun beriicksichtigt, dal der Zellstoffwechsel auch durch Ver-
ringerung der Funktion herabgesetzt wird, und da eine Funktion — in
diesem Falle die Zusammenziehung der Faser — an der groflen starren
Schwiele unméglich oder mindestens erschwert ist, so wire auch hier
moglich, den gleichen Mechanismus anzunehmen.

Nach diesen Ausfithrungen erscheinen die Gegensitze zwischen den
beiden Gruppen von Aschenablagerungen — entweder in unbelebtes
Gewebe oder in Zellen mit herabgesetztem Stoffwechsel — gar nicht
mehr so groB und sie sind ja auch durch alle Ubergénge und Kombina-
tionen miteinander verbunden. Auch die unbelebten Teile des Gewebes,
die kollagenen und die elastischen Fasern, sind von Zellen umgeben,
deren Stoffwechselprodukte das ganze Gewebe durchdringen und somit
auch die Zwischensubstanzen von Schlacken befreien kénnen. In diesem
Zusammenhang liegt die Bedeutung der Gefiliversorgung vor allem
darin, daB bei ihrem Fehlen die zugehorigen Gewebsbezirke schlecht
ernihrt werden und somit von allen Geweben des Korpers an erster Steile
in ihrer Funktion zuriickgehen und am friihesten Schlackenbestand-
teile einlagern werden.

Die bisher besprochenen Verinderungen an Gesamtaschenhbildern ergaben eine
ganze Reihe von lehrreichen Befunden, sie bediirfen aber dringend der Ergiinzung
durch Bestimmung der einzelnen Elementarbestandteile und ganz besonders be-
schiftigte uns die Frage, woraus die rein weiffen Aschen bestehen, die den Haupt-
teil der beobachteten Aschenansammlungen ausmachen.

Nur bei einem einzigen Flement liegen auBerordentlich giinstige
Umstinde vor, beim Eisen. Soweit bisher beobachtet wurde, werden
alle Eigsenverbindungen des Kérpers bei der im Sauerstoffstrom vor-
genommenen Veraschung oxydiert und in die héhere rotgefirbte Oxy-
dationsstufe des Eisens, in Fe,0,, iiberfibrt. Damit ist das Eisen je
nach den vorhandenen Mengen gelb, gelbrot oder rot dargestellt und
schon Policard versuchte diese verschiedenen Féirbungen zu benutzen,
um die vorhandene Menge abzuschitzen.

Auch im iibrigen sind die Aschen, wie mehrfach erwdhnt wurde,
nicht rein weiBl; im Knorpel findet sich z. B. besonders in der Jugend
eine ausgesprochen bliulich gefirbte Asche, und da der Knorpel das
natriumreichste Gewebe des Korpers ist, liegt die Annahme sehr nahe,
daB die Natriumsalze der Asche blau gefirbt sind. Auch Policard hoffte
aus der Aschenfarbe eine Schitzung beziiglich der Elementverteilung
erméglichen zu konnen. Spricht gegen diese Moglichkeit bereits die
Tatsache, daB keins der in Frage kommenden Salze blau geférbt ist,
so zeigten in verschiedenen kleinsten Konzentrationen eingedampite
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Natrium-, Kalium-, Calcium- und Magnesiumsalze, dafl bei allen diesen
Salzen tbereinstimmend die Farbung nur von der Konzentration ab-
hingt. Doch wird auf diesen Punkt noch zuriickzukommen sein.

Die Einzeldarstellung der Elementarbestandteile der Asche muB
deshalb auf mikrochemischem Wege erfolgen; auf diesem sind aber
auflerordentliche Schwierigkeiten noch zu tGberwinden. Wenn wir iiber-
legen, daf} in einem 1 gom grofen und 15 u dicken Schnitt durchschnitt-
lich 1/, mg = 500 y Aschenbestandteile zu erwarten sind und daB diese
schon an und fiir sich geringfiigige Menge gewissermallen nicht als Gan-
zes zur Verfligung steht, sondern nur mit dem auf das betreffende Ele-
ment entfallenden Bruchteil und vor allem bei einer bis hinab zu Zellen
erstrebten Lokalisierung nur mit dem dieser Fldche entsprechenden
Anteil. Es leuchtet ein, dall nur ganz wenige Reaktionen eine derartige
Empfindlichkeit besitzen werden, und wenn zudem die Auswahl der
Reaktionen weiter beschrénkt wird, weil nur solche angewendet werden
diirfen, bei denen die Umsetzung augenblicklich und méglichst ohne
Bildung kristallinischer Reaktionsprodukte erfolgt, weil bei dieser Ver-
schiebungen auftreten, und da endlich das Reaktionsprodukt auch
gefidrbt sein mul}, um unter dem Mikroskop erkennbar zu werden, so
wird die ungewdhnliche Schwierigkeit klar. _

Gegeniiber derartig groflen Hindernissen liegen die Verhiltnisse
aber in Schnitten von pathologisch veranderten Organen wesentlich
giinstiger; das zeigt schon der Vergleich zwischen Aschenbildern von
normalen und verdnderten Gewebsschnitten. Das Aschenbild des nor-
malen Gewebes ist — selbstverstandlich mit Ausnahme des Knochens —
sehr zart und bezfiglich der Aschenmenge fast vollig kontrastlos, die
Aschen der verschiedenen Gewebsbestandteile liegen nebeneinander,
wie die vollig gleichgefarbten Steine eines Mosaiks. Das Aussehen von
Aschenbildern verédnderter Organe zeigen die zahlreichen Abbildungen
und es ist ohne weiteres zu sehen, dafl es unter pathologischen Bedin-
gungen zu geradezu ungeheuren Vermehrungen des Aschengehalts
kommen kann. Fir die vermehrt abgelagerten Aschen liegen die Még-
lichkeiten des Nachweises entsprechend ihrer Zunahme giinstiger.
An solchen Aschenbildern wurde deshalb die Verteilung von Natrium,
Kalium und Calcium nachzuweisen versucht.

Fiir den Nachweis des Kaliums steht eine in der quantitativen Mikro-
chemie und in der Histotopochemie an nativem Schnittmaterial beson-
ders von Macallum ausgebildete und angewandte Methode zur Verfiigung.
Die etwas schwierige Darstellung des Reagens wurde auf eine Anregung
von T'schopp hin durch Losung des Natrium-Kobaltihexanitrits in Essig-
sédure vereinfacht; beim Zusatz des absoluten Alkohols fillt das Reagens
aber meist wieder aus, durch langsames Zusetzen des Alkohols unter
stetem Umriihren konnte das Ausfallen jedoch verhindert werden.
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Das Fehlen einer brauchbaren Methode zur Darstellung des Natriums
wird in der Histo-Topochemie sehr lebhaft empfunden, doch scheint
die in der guantitativen Mikroanalyse gebriuchliche Caesium-Wismut-
methode, wie eine Reihe von Versuchen zeigte, gut anwendbar zu sein.
Die Uberfithrung des Kobalts beziiglich des Wismuts in das Sulfid er-
folgte bei beiden Methoden mit Schwefelammonium.

Die beiden, hauptsichlich an Schnitten von dem Uterus mit den
beschriebenen Gefidfveranderungen angewandten Reaktionen ergaben
nun fast genau das gleiche Bild; nur bei genaueren Vergleichen fanden
sich ganz kleine Besonderheiten bei der einen oder anderen Reaktion.
DaB hier Stérungen vorliegen, etwa durch Adsorption des Reagens an
die groBen Oberflichen der Aschen, konnte mit grofler Wahrschein-
lichkeit ausgeschlossen werden; es bleibt nur die Annahme, die ja auch
aus ganz allgemeinen chemisch-physikalischen Uberlegungen am wahr-
scheinlichsten erscheint, dafl die Natrium- und Kaliumverbindungen
sehr gleichartig verteilt sind.

Zum Nachweis des Calciums wurde zunéichst ebenfalls die Methode
von Macallum verwandt, doch versagte sie an der Asche vollig; wohl
bildeten sich die Gipskrystalle, aber sie bildeten sich sehr langsam und
wuchsen allmihlich zu groBen langen Nadeln aus, so daf} die in der Asche
vorhanden gewesene Lokalisation vollig zerstort war, der Erfolg der
Reaktion bestand in einem wirren Durcheinander von Krystallnadeln.
Es wurde darauf die Hamatoxylinreaktion angewandt; iiber den Mecha-
nismus dieser Reaktion, die als zuverlissig gilt, war merkwiirdigerweise
in den einschligigen Werken nichts zu finden, Romeis erwihnt sie gar
nicht, und Weil z. B. bemerkt nur, daf eine Thuschung mdoglich ist,
weil auch Eisen die Reaktion gibt. Es zeigte sich nun, da$ bei Anwendung
ciner alkoholischen Hdmatoxylinldsung in der Asche nur die Teile blaw
dargestellt wurden, die in der Asche mehr oder minder gelbrot gefdrbt,
also eisenhaltig waren.

Diese Beobachtung erweckte die Vermutung, dafl das FKisen bei der
Kalkreaktion eine wesentliche Rolle spielt. Deshalb wnrde im Reagens-
glas eine Reihe von Versuchen angestellt. Zunichst zeigten diese, daf
Calciumlssungen mit Hamatoxylin keinen Niederschlag bilden, es tritt
nur bei Zusatz der gelben alkoholischen Hématoxylinlésung eine Rot-
tarbung auf; auch aus gesittigten Calciumlésungen erfolgt keine Féllung,
es firbt sich der ungeloste Bodenkorper nur ebenfalls rot. Auf der ande--
ren Seite bildete die gleiche Hamatoxylinldsung mit Eisen, wie bekannt,
im Laufe von einigen Stunden einen kleinen schwarzen Niederschlag.
Wurde nun aber die Himatoxylin-Calcium- und die frisch gemischte
Himatoxylin-Eisenlosung zusammengegeben, so entstand, am besten
bei etwa gleichen Mengen von Hématoxylin und Eisen, zunéchst eine
stahlblaue Verfirbung und nach 15—20 Min. ein volumindser blau-
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schwarzer Niederschlag, der um ein vielfaches méchtiger war als der
Hiamatoxylin-Kisenniederschlag. Es mufite angenommen werden, dafl
die Fallung des Calciums nicht durch Himatoxylin selbst erfolgt, sondern
durch den entstandenen Hématoxylin-Eisenlack. Da nun bekannt ist,
dafl Hématoxylin auch mit anderen Metallen Lacke bildet, muBte, falls
die Lackbildung der wesentliche Faktor ist, die Fallung auch durch andere
Metallacke erfolgen; das war in der Tat sowohl mit den beiden Oxy-
_dationsstufen des Eisens als mit Kupfer und Aluminium der Fall. Es
mufBten nur die Mengenverhéltnisse so gewidhlt werden, dafl Himatoxylin
und das betreffende Metall im gleichen Verhéltnis zugegen waren; der
Farbenumschlag erfolgte beim Aluminium dann vom karmoisinrot der
Aluminiom-Hamatoxylinlgsung in das gleiche leuchtende stahlblau.
Diese Reaktion erfolgt nun weiter nicht mit Calcium allein, sondern
genau so mit den iibrigen Erdalkalien und sogar auch mit den Alkalien.

Aus diesen Versuchen ergibt sich fiir den Nachweis des Calciums
mit Hématoxylin folgendes: Hamatoxylin allein dndert die Léslich-
keitsbedingungen des Calciums in keiner Weise, sind so grofie Calcium-
mengen in den Geweben, daB sie von den verschiedenen Fliissigkeiten
nicht gelgst worden sind, mit denen die Schnitte in Berithrung gekommen
sind, so werden solche Kalkkonkremente violett gefirbt; das ist ja auch
manchmal zu beobachten. Ist das in den Geweben vorhandene Calcium
jedoch eisenhaltig, so entsteht bei der Einwirkung von Himatoxylin
die blanschwarze Hamatoxylin-Eisen-Kalkfallung und es kann von dem
bisher ungelosten Calcium nichts mehr in Lésung gehen. DaB die iibrigen
Erdalkalien und Alkalien diese Reaktion ebenfalls geben, ist bei den
Bedingungen histologischer Farbungen bedeutungslos, weil alle Salze
dieser Metalle so leicht 16slich sind, daB sie lingst ausgezogen sind, bevor
die Schnitte ins Hamatoxylin kommen.

Der Nachweis, dafl die grofen Mengen der abgelagerten rein weifen
Aschen aber wirklich im wesentlichen aus Calcium bestehen, konnte dann
auf einem ganz anderen Wege gefithrt werden. Die Tatsache iiberhaupt,
daf derartig groBe Mengen von Salzen in den Geweben angehiuft werden,
spricht dafiir, dal} es sich um sehr schwer 16sliche Salze handelt; der-
artig schwer lésliche Salze finden sich aber nur unter den Calcium-
salzen. Es wurde nun der Versuch gemacht, die gleiche Eigenschaft,
die zur Ablagerung gefiihrt hatte, auch fiir die Darstellung des Calciums
zu benutzen: die Aschen wurden mit 10 ccm destilliertem Wasser aus-
gezogen, ein dann evtl. noch vorhandener Riickstand konnte nur aus
Calciumsalzen bestehen. Den Erfolg einer solchen Extraktion mit
Wasser zeigt die Abb. 34; es handelt sich um das gleiche Aschenpriparat
wie in der Abb. 22, das nach Herstellung dieser Aufnahme angehaucht,
kurz iiber einer Flamme getrocknet und 10 Min. mit Wasser (Aqua dest.)
ausgezogen wurde. Der Vergleich der beiden Praparate zeigt, dall die
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zarten bldulichen Aschen vollig verschwunden sind; dagegen sind die
massigen weillen Aschen in den GefdBwanden villig erhalten geblieben,
und deshalb mubB es sich bei diesen Aschen um Calciumsalze handeln.
Denn 10 cem destilliertes Wasser losen etwa 600mg Natriumcarbonat,
500 mg Kaliumcarbonat, 700 mg Kaliumsulfat und 3000 mg Natrium-
sulfat; dagegen lésen sich in der gleichen Menge Wasser etwa 19 mg Cal-
ciumsulfat, 13 mg Calciumoxyd (als Hydroxyd), 0,1 mg Calciumcarbonat
und Calciumphosphat ist ebenfalls fast unloslich. Diese Zahlen zeigen,
daB beim Ausziehen auch etwas Calcium gelést wird; da nun eine zu-
fallig gemachte Beobachtung gezeigt hatte, daB angehauchte Aschen-

ADbb. 33. TUterns. Calciumbild. Das Priparat der Abb. 21 nach Extraktion mit Wasser: nur Calcium-
salze bleiben ungeldst.

priparate nicht so leicht zerflossen, sondern der Luftfeuchtigkeit gegen-
iiber viel widerstandsfihiger waren, wurden die Aschenpraparate vor
dem Extrahieren kurz angehaucht. Es muf angenommen werden, daf
in der Schuittasche viel Calciumoxyd vorhanden ist, das durch das
Anhauchen zunéchst in Calciumhydroxyd und durch die relativ hohe
Kohlensiurespannung der Ausatmungsluft weiter in Calciumcarbonat
fiberfihrt wird. Es leuchtet ein, dafl infolge der erwihnten viel gerin-
geren Loslichkeit des Carbonats nach dem Anhauchen der Aschen weniger
Calcium in Lésung gehen kann.

Auch die Abb. 34 zeigt den Erfolg einer derartigen Extraktion; der
Vergleich der Priparate selbst ergab, daB die fiir den Knorpel so be-
gsonders charakteristische bliuliche Asche véllig verschwunden war,
wihrend die weifie Asche der Knorpelzellen villig erbalten geblieben war,
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Solche Losungsversuche wurden in grofer Zahl ausgefithrt, und
immer blieben die massigen rein weillen Aschen ungelost, wihrend alle
blaulich gefarbten Aschenbestandteile verschwanden. Trotz der Be-
denken, die die Modellversuche durch die Feststellung verursacht hatten,
daBl die Aschenfarbe nur durch die Konzentration bedingt ist, ergibt
sich nun doch, daf} ein gewisser Schlufl berechtigt ist. Es war beobachtet
worden, dall geringe Aschenmengen bei allen Salzen bliulich, gréBere
dagegen weil erschienen ; offenbar kénnen nun nur die schwerer 1slichen
Calciumsalze in den Geweben eine so hohe Konzentration erreichen,
daf} sie im Aschenprédparat weill erscheinen. Die bldulichen Aschen

Abb. 34. Bronchialknorpel. Calciumbild. Das Praparat der Abb. 23 nach Extraktion mit Wasser
(schwache VergrgBerung).

kénnen also aus den allerverschiedensten Salzen, darunter auch Calcium,
bestehen, die groBen Mengen von weiller Asche dagegen bestehen mit
gréfiter Wahrscheinlichkeit nur aus Calcium.

Diese Ergebnisse der Aschenextraktion und der dadurch ermog-
lichten isolierten Darstellung des Calciums erlauben nun, die vorliegenden
Untersuchungen in noch engerer Weise mit den Untersuchungen von
Biirger und Schlomka einerseits und denen von Freudenberg und Qyirgy
andererseits zu verkniipfen. Die Aschenbilder geben in vielfacher Hin-
sicht gewissermafen die Illustration zu den Versuchen dieser Forscher
und die Moglichkeit, alle Befunde einem umfassenden Begriff unter-
zuordnen, dem Begriff der Funktion.

In diesen Rahmen fiigen sich alle unsere Beobachtungen ein. Auf
der einen Seite zeigen sie, wie das geringfiigige Nachlassen der Lebens-
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titigkeit beim Altern an den benachteiligten Stellen des Organismus
Veranderungen im chemischen Aufbau hervorruft und damit dienen
diese Untersuchungen der objektiven Erforschung der Alternsvorgéinge,
wie sie Rossle zur Erweiterung unserer Kenntnisse forderte. Auf der
anderen Seite zeigen sie, wie die allerverschiedensten Schiadigungen der
Zellen bereits in frihesten Stadien an den Verdnderungen ihrer che-
mischen Zusammensetzung abgelesen werden kénnen und damit erdffnen
diese Untersuchungen ganz neue Moglichkeiten zur Erforschung des
Krankheitsgeschehens.
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