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Lange Zeit besch~ftigte sich die Histologie ausschliei31ich mit  der 
Erforschung der morphologischen Struktur der Gewebe. Weitgehende 
MSglichkeiten in dieser Richtung erSffneten sich, als um die Mitre des 
vorigen Jahrhunderts  die F~rbemethoden eingefiihrt wurden. Dal] diese 
Verfahren auch heute noch entwieklungsf~hig sind, zeigen z. B. die syste- 
matischen Untersuchungen yon Becher. Aul]erdem hat  man aber aus 
der Affinit~t der Farbstoffe zu best immten Gewebsbestandteilen schon 
sehr bald chemisehe Riickschliisse gezogen. Es sei hingewiesen auf das 
verschiedene verha l ten  einzelner Zellbestundteile gegeniiber sauren und 
b~sischen Anilinfarbstoffen, auf die Jod-St~rke-l%eakti0n, den Kalk- 
n~chweis mit  H~matoxylin,  die Fet t -  und Lipoidfs u. v. a. 

Diese Methoden, durch welche die chemischen Eigenschaften der 
Zellbest~ndteile und Zelleinschliisse in bezug auf den Gewebsverband 
klar gelegt werden kSnnen, riiekten im Laufe der Zeit mehr und mehr 
in den Vordergrund. Besonders bem~chtigte sich ihrer die Pflanzen- 
mikrophysiologie; denn die Pflanzenzelle dient in ausgedehnterem Ma~e 
zum Speichern als die tierische, so da{~ grSl]ere Mengen der naehzu- 
weisenden Substanz zur Verfiigung stehen. So ist auch yon einem 
Pflanzenphysiologen, Molisch, 1892 fiir dieses Gebiet der Histologie der 
Name ,Histochemie" gepr&gt worden. Schon zahlreiche histochemische 
Untersuchungen und Nachweise sind in pflanzliehen Geweben ausgeftihrt 
worden (Klein, Molisch, Tunmann, Zimmermann u. a.). 

Aber auch in tierischen Geweben ist es schon weitgehend gelungen, 
Stoffwechselprodukte dureh histochemische l%eaktionen im mikrosko- 
pischen Schnitt kenntlich zu machen. Es sei hier erw~hnt der Glykogen- 
n~chweis, der Iqachweis der Koctlsalzausseheidung in den Harnkan~lchen 
(Leschlce), die Darstellung der Salzs~ure in den Belegzellen (Fitz-Gerald, 
Monti) und der Naehweis der Oxydations- und Reduktionsorte (Unna). 
Meistens werden die histochemischen Re~ktionen am gewShnlichen 
histologischen Schnitt ausgefiihrt, abet  auch in verwickelteren Ver- 
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fahren: so zur Beobachtung der Ausscheidung yon Metallsalzen in den 
Nieren dureh nachfolgende Einspritzung tines farblackbildenden Stoffs 
(KohsaIcu und Yo]coyama). Uber die histochemisehe Unterscheidung 
der im menschlichen Organismus vorkommenden Pigmente liegen auger 
zahlreiehen Mitteflungen (Lubarsch, Kutschera-Anberge, ich u. a.) zwei 
umfassende Arbeiten yon Hueclc vor. 

Man hat  aueh versucht ,  im Gewebe vorhandene  Stoffe, besonders 
Metalle, durch Verasehung eines Sehnittes auf dem Objekttr~ger (Liese- 
gang, Policard, Schoeller) oder durch Mikrosublimation (Eder, Kemp/, 
Molisch, Nestler, Tunmann) nachzuweisen. Der~rtige Verfahren haben 
aber wegen der ausgedehnten Zers~Srungen, die die Gewebe dabei er- 
leiden, nur unvollst~ndige und besonders in bezug auf die Lokalisa~ion 
der Stoffe sehwer deutbare Ergebnisse. In  den letzten Jahren, wo die 
Behandlung mit MeCallkolloiden einen grol~en Aufschwung genommen 
hat, hat  man begonnen, die Histoehemie besonders auf den Nachweis 
der Sehwermetalle anzuwenden, um ihr Verhalten zu gesundem und 
erkranktem Gewebe feststellen zu kSnnen (Christeller und Schiller, 
Borehardt). Dazu kommt noch, da~ die Schwermet~lle sehr charakte- 
ristisehe und dabei eindeutige Reaktionen geben, so da~ sie fiir derartige 
Untersuehungen verhgl~nismg~ig gut geeigaet sind. 

Im folgenden soll eine Anzahl Untersuchungen fiber histoehemische 
Schwermetallnachweise und einigeneue Reaktionen besehrieben werden. 

Die haupts~chliehe Schwierigkeit bei der Ausffihrung histoehemischer 
Reaktionen besteht in der ~ul~erst geringen Menge der naehzuweisenden 
Substanz. Die Grundbedingung ist, wie in der anregenden kleinen 
Arbeit yon Brunswi]c ausgefiihrt wird, eine geniigende Empfindlichkeit. 
Am besten eignen sieh also F~llungsreaktionen zum histochemischen 
Nachweis, da bei ihnen die Empfindlichkeit allein abh~ngig ist yon der 
LSslichkeit des entst~ndenen Niederschlages. Bei Farbreaktionen ist 
die Empfindlichkeit abh~ngig yon der St~rke des gebildeten Farb- 
stoffes bzw. vom Extinktionskoeffizienten, d. h. die Intensit~t des 
Farbstoffes muI~ so groB sein, dal~ bei der geringen Sehichtdicke des 
mikroskopischen Sehnittes noch ein deutlicher Farbeindruck vor- 
handen ist. 

Je empfindlicher eine Reak~ion ist, um so grSBer ist aueh die Er- 
fassungsgrenze. D~bei ist zu unterscheiden zwisehen einer theoretischen 
und der praktischen, die allein ffir die Beurteflung der Befunde m~B- 
gebend ist. Die theore~ische Erf~ssungsgrenze ist abh~ngig vom Auf- 
15sungsverm6gen des Mikr0skops. Die praktische Eriassungsgrenze 
weieht davon um etwa 2--3 Zehnerpotenzen ab, da das bei einer Reak- 
tion entstehende Produkt  nie an einem einzigen Punkt  auskryst~llisiert, 
und auch die vielen entstandenen Einzelkrystalle mikroskopisch noch 
erkennbar sein miissen. Brunswi]c fordert flit jede histochemisehe Reak- 
tion eine Erfassungsgrenze yon 0,01--0,000001 ~g. 



S 5 8 Heinz Kockel: 

Be i  Farbreaktionen h~ngt die praktisehe Erfassungsgrenze auSer 
yon der St~rke yon der Art der entstandenen Farbe ab. Denn eine noch 
so starke Farbung wird, wenn sic yon der Gewebseigenfarbe nich~ go- 
nfigend absticht, fiir histochemische Zwecke ungeeigne~. Es sind also 
]=~eaktionen, bei denen braune und gelbliche FarbtSne entstehen, zu 
vermeiden. Die besten Ergebnisse werden mit leuehteud blauen odor 
roten Reaktionsprodukten erzielt, 

Eine weitere wichtige Fordertmg wird yon Christeller und Hueclc auf- 
gestellt. Es wird verlang~, da~ bei jedem hisiochemisehen Iqaehweis 
eine Identitatsreaktion der entstandeaen Verbindung ausgefiihrt wird. 
Es isr dies gerade beim histochemisehen Arbeiten sehr wesentlich,, da 
infolge der mannigfaehen Verfahren~ denen der his~ologische Schnitt 
vor Ausffihrung der Reaktion unterworfen wird, leicht Niederschlage 
aus Konservierungsfliis~igkeiten odor ghnlichem zu T~uschungen Ver- 
anlassung geben kSrmen. ]~esonders mu8 aber eine Bedingung fiir 
jedes histoehemisehe Verfahren framer wieder nachdriicklich hervor- 
gehoben werden: Es dad  dutch die Reakr keine ~nderung in der 
Lagerung dos nachzuweisender~ Metalles eintreten (Liesegang, Patzelt). 
Der Erffitlung dieser Bedingung stehen abet gewisse Schwierigkeiten, 
haupts~chlich kolloidehemischer Nar entgegen. Es treten sehr leicht 
~nderungen im Aggregatzns~and dos naehzuweisenden Metalles oder dos 
entstandenen Reaktionsproduktes auf, wodureh Verschiebungen infolge 
der versehiedenen Diffusion hervorgerufen werden. Nach Lir 
sind vide Fehlschliisse dadureh zu erkl~ren, d a ~  man allzu groSen 
Wert legt auf scharfe und ,,schSne" Bilder und dabei die Frage der 
nngestSrten Lagerung vernachlgssigt, 

Da die Konzentration der Schwermer die unter normalen Ver- 
hgltnissen i.m Organismus vorkommen, ffir eine histoehemische Dar- 
stellung sehr goring ist - -  es ist yon ihnen ja bis jetzt nut  Eisen nach- 
weisbar - -  hat  man sich zunachst don loharmakologisch wiehtigen 
Schwermer zugewendet. Aus dem Insti~ur yon Christeller sind 
mehrere Arbeir hervorgegangen, die sich mi~ dem Naehweis yon 
Gold, Wismut und Queeksilber und ihrer Lagerung im Gewebe be- 
schaftigen. 

Der Goldnachweis (Kurosu) wird gefiihrt dureh Behandlung der Gefrier- oder 
Paraffinschnitte mit zinnchloridhaltigem Zinnehloriir. D~s untersuchte Prapar~ 
ist d~s S~nocrysin, das Natriumsalz der Aurothioschwefelsgure. In vitro ist die 
Empfindlichkeit der Probe 1 : 100 000--1 : 1 000 000. Kurosu erwartete die Bil- 
dung eines dem CassiuSschen Goldpurpur ahnlichen Gels. Es bildeten sieh aber 
schwarze Niederschl~ge, die nach der Ansieht des Verf~ssers vermutlieh yon met~l- 
]isehem Gold herriihren. Diese Niederschl~ge fanden sich im ]~indegewebe der 
Einspritzungsstelle .und uuf~erdem in Milz, Leber, Niere und Lunge. 

Borcha~'d~ im Institut yon Lubarsvh untersuchte ein anderes Preparer, das 
das Gold in organischer, komplexer Bindung enth~lt (Prepara~ 2949 der I. G.- 
Farbenindustrie). Eine Reduktion dutch Zinnehloriir ist hier unmSglich, jedoch 
gel~ng es dem Verfa.sser dutch Silbernitrat metallisehes Gold auszuf~llen. 
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Zum Nachweis des  Wismut verwenden Christeller~ Korea]a, Cali]ano und 
Vonkennel eine der Ldgdrschen (Cinchinon ~ Jodkali ~ Salpeters~ure) ~hnliche 
Reakt~onl die eine Empflndlichkeit yon 1 :500  000 zeigt. : Als Wismutpr~parat 
nehmen sie d~s BismogenoL Die zur Vermeidung yon Wismutformol~erbindungen 
in neutra~er Formoll5sung geh~r~eten Gefrierschnitte werden in cine Mischung yon 
.Chininsulfat ~ acid. nitric, und Jodkali gelegt. Das Wismut bildet dann mit dem 
Reagens eine leuchtend orangege]be Verbindung.. Die Bilder sind yon aul3erordent- 
licher Deutlichkeit und SchSnheit. Koma]a weist dus Wismut auch als Wismut- 
sulfid nach, nur  ist die braunschwarze Farbe des l~iederschlags nicht gfinstig. 
'Die Empfindlichkeit ist die gleiche ~de die der anderen Reaktion. Nach den Unter- 
suchungen yon Cali/ano wird das Wismut vorwiegend in den Zellen des retikulo- 
endithelialen Systems, besonders der Lunge, nicht hingegen in~l Parenehym, ge- 
speichert. 

Uber einen histochemischen Q~tecksilbernachweis hat schon im Jahre 1903 
Almkvist eine Arbeit verSffentlicht. Er verwendet mit Schvcefelwasserstoff ge- 
si~ttigte l)ikrinsalpeters~nre und erh~lt angeblich Quecksilbersu]fid als feine gelbe 
K6rnchen in Epithelien und Intercellularr~umen~ Christeller nnd Sammartino haben 
in neuerer Zeit ausgedehnte Untersuehungen mit den verschiedensten Reagenzien, 
haupts~chlich Reduktionsmittein, u. a. auch mit dem yon Hesse angegebenen 
Antidot bei Quecksilbervergiftung, Formalinnatrinmthiosulfat, angestellt. Mit 
keiner dieser Methoden jedoch ist es den Verfassern gelungen, brauchbare Re- 
sulfate zu erzielen. Sic sind darm auf das Verfahren Almlcvists zuriickgekommen, 
nur da~ sie dutch eine l~tnger dauernde Einwirkung des Reagens eine ErhShnng 
der Emp~indlichkeit erzielt haben. Es sind mit dieser modifizierten Methode sehr 
bemerkenswerte Quecksi]bernachweise bei einer Vergiftung nnd nach k]einen 
Kalomelgaben gelungen. 

Justus, der es ffir unm6gHch h~lt, das organisch gebundene Quecksilber ohne 
weiteres durch Schwefelwasserstoff auszuf~llen, behandelt vorher mit Zinkchlorid. 
Diese )lIethode, an der schon Siebert Kritik gefibt hat, ist neuerdings yon Christeller 
und Sammartino nachgepriift worden, hat aber  nut unvollkommene Ergebnisse 
erzielt. 

/ 

Uber  die h i s tochemische  Dars te l lung  yon  Blei f inder  sich im 
Sehr i f t t um nur  e ine  kurze  Bemerkung  bei  Christeller und  Sammartino, 
d a B  die J a p a n e r  Iwashi und Tada m i t  Schwefelwasserstoff  pos i t ive  
Ergebnisse  erziel t  h~t ten .  Ns is t  aber  d~rfiber  n ich t  bekannt .  

U m  zu ermi t te ln ,  ob und  wieweit  es m6gl ich ist,  auf  diese Weise  Blei  
im Gewebe nachzuweisen,  s ind yon  mi r  eine Anzah l  Versuche durch-  
gef i ihr t  worden.  Un te r such t  wurden  d i e  L e b e r  eines ~n chronischer  
:Bleivergiftung ve r s to rbenen  M~nnes, ferner  einige T i e r e ,  die tei ls  einer  
aku ten ,  tei ls  einer: chronischen Ble iverg i f tung e r l e g e n  w~ren. 

Zwei Meerschweinchen, die 20 mg und 10 mg ]~leiacetat in L6sung nach dem 
fibliehen Veffahren in eine Mesenterialvene eingespritzt bekommen hatten, starben 
naeh 10 bzw. 12 Stnnden. Da .Bleiaeetat 6.6% Pb enthglt, bekam das eine Tier 
24,4 mg pro Kilogramm KSrpergewicht, das andere 13,3 mg Pb pro Kilogramm. 
AuBerdem standen Zwei Kaninchen zur Verftigung, die infolge einer 2 Monate lang 
durchge~iihrten Ftitterung mit Bleiacetat (ti~glich 7 bzw. 5 mg Pb pro Kilogramm) 
einer chronischen Bleivergfftung erlegen waren. 

Gefrier- und  Para f f insehn i t t e  der  Leber  w u r d e n  mehrere  S tunden  
lang tel ls  in  Schwefelwasserstoffwasser ,  tel ls  in  feuchtem Z u s t a n d  in 
einer  Schwefelwassers~offa4mosphgre gehMten. Es  zeigte sich bei  den  
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gepri~z~en Tieren in der Umgebung der Zentralvenen haupts~chlieh in 
den Capillaren, aber auch manchmal  in den Leberzellen ein deutlicher 
Niederschlag yon rundlichen, schmutzig braungelben K6rnchen, der 
nach seinem chemischen VerhMten - -  Aufl6sung in Salpeters~ure - -  
als Bleisulfid anzusprechen is~. Die Farbe des Niedersehlags is~ nicht 
giinstig, kleinere Teilehen sind schwer y e a  der Eigenfarbe des Gewebes 
zu unterscheiden. Bei den per os vergifteten Tieren wie bei dem einer 
chronisehen Vergiftung erlegenen Manne ve r sa~e  jedoch der Nachweis 
bis jetz~ vollstgndig; aueh durch Verlgngerung der Einwirkungsdauer 
yon Schwefelwasserstoff war kein positives Ergebnis zu erzielen. Welter- 
bin wurden Sehni~e mit  Kupferaeetat  und Essigsgure und ansehlieSend 
mit  Kaliumni~rit behandelt. Das entstehende Kalinmkupferbleinitri~ 
zeigte eine noeh weniger abs~eehende Farbe als das Bleisulfid, ist 
also zum Bleinachweis nicht sehr gee~gneL. AuBerdem seheint die 
Empfindlichkeit wenigstens histoehemiseh geringer als die der Sehwefel- 
wassers~offprobe. 

I m  Gegensatz zu den bis jetzt behandel~en Sehwermetallen bilden 
Eisen, Kup/er und Zinn normale Bes~andteile des Organismus. Vor 
einer eingehenden Behandlung des Eisens als wichtigsten Vertreters 
dieser�9 Gruppe sell kurz auf die M6glichkeiten eines histochemischen 
Naehweises ffir Kupfer  und Zinn eingegangen werden. 

KupJer wurde zuerst im Blutfarbstoff yon Cephalopoden, dem tt~mocyanin, 
analytisch nachgewiesen (Fredericq, Hatless und Bibra, Henze). sparer land man 
es auch bei Wirbeltieren (Church in Federn, Halliburton und SIowtzo N in. der S~uge- 
tierleber, Warburg im t~lutserum des Menschen). Die ersten und bisher einzigen 
histochemischen Untersuchungen s~ellten Boyce und Herdman an, die es in Austern- 
]eukocyten nachwiesen. Laidlaw meint, dab das Kupfer ghnlich dem Eisen in 
okkulter Form (vgl. unten) auftrit~, ja es sogar ersetzen k6rme. Zusammengestellt 
wurden die bisherigen Ergebnisse in der umfassenden Arbeit yon Macallum. 

Boyce und Herdman verwenden als Nachweis die Ferrocyanidreaktion in saurer 
L6sung. AuBerdem sollen Kupferverbindungen mit wgsseriger HgmatoxylinlSsung 
einen violet~en Farblack bilden. 

U m  nachzuprfifen, ob die angegebenen Reaktionen aueh in andere~ 
F~llen verwertbar  sind, wurde einem 1Yieersehweinehen 20 mg Kupfer-  
acetat  (21,3 mg Cu pro Kilogramm K6rloergewicht ) in eine Mesen~erial- 
vene gesloritzt. Der Tod t ra t  nach 24 Stunden ein. Die quanti tat ive 
mikrochemische Analyse [ZerstSrung der organisehen Substanz und 
elek~rolytisehe Best immung (Breitenstein)] ergab - -  bezogen auf 10 g 
Leber-Trockensubstanz - -  10 mg und 6 nag Kupfer.  Es sind also etwa 
2/~ des eingespriezten Kupfers in der Leber zuriickgehalten worden. Bei 
der histoehemisehen Un~ersuehung war ein EinfluB des Kupfers  auf ver- 
diinn~e wgsserige Hgmatoxylinl6sung in der t l iehtung auf eine Violett- 
fgrbung niemals wahrzunehmen. Ebenso erwies sich die vort Boyee und 
Herdman verwendete saure Ferrocyanidreaktion (auch yon Patzett in 
Klein und Strebinger angegeben) als unbrauehbar.  
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Abgesehen davon finden sich in der chemischen Literatur  eine grol~e 
Anzahl yon zum Teil sehr empfindlichen Reaktionen auf Kupfer, die 
auf ihre AnwendungsmSglichkeit in histochemischer Hinsicht zu priifen 
waren. Patti gibt an, dab mit Me~allsalzen das Braunsche Reagens 
(Kalium~rithiocarbonat), ebenso Derivate der Dithiocarbamins~ure, 
besonders ihr Ammoniumsalz, und das Thiophenylcarbacid, charak- 
teristische Farbreaktionen geben, mit Kupfer grtin, blaugriin oder 
violett. Nach einer Arbeit yon Koltho/] verh~lt sich ~hnlich das Diphenyl- 
carbacid. Das di~hiocarbaminsaure Ammonium wurde nach der Vor- 
schrifft yon Freund urld Bachrach (Beilstein), die anderen Reagenzien 
nach der Vorschrift der Verfasser hergestellt. Die Schnitte wurden 
verschieden lunge Zeit sowohl in der Ki~lte als auch bei Brutschrank- 
temperatur  den verschiedenen Reagenzien ausgesetzt. Es liei~en sich 
jedoch auf keine Weise F~rbungen erzielen. 

Ferner wurde versucht, nach der Angabe yon Fleming und Spaku 
mi~tels Alkalirhodanid bzw. Kaliumjodid unter Zugabe einiger Tropfen 
alkoholischer Benzidin-, Tolidin- oder GuajakharzlSsung die Bildung 
eines blauen Komplexsalzes zu erzielen, die ncch in einer Verdfinnung 
yon 1 : 1 000 000--1 : 10 000 000 vor sich gehen soll. Aber auch hier war 
der Erfolg ein negativer. Eine Methode yon Montequi, der beobach~et, 
daI~ Merkurisulfocyanate mit Cu'" ~- Zn'" einen ~iefvioletten krystallinen 
Niederschlag bilden, lieferte nicht einmal in vitro ein sichtbares Ergebnis. 

Nach diesen Mfl~erfolgen wurde entsprechond zum Blei versucht, 
das Kupfer als Kaliumkupferbleinitrit nachzuweisen.. Ebenso wie dort 
ist ein Niederschlag zwar vorhanden, aber wegen des zu geringen Farb- 
gegensatzes gegeniiber dem Gewebe nicht geeignet. Hingegen erweist 
sich eine Behandlung der Schnitte mit Schwefelwasserstoffwasser als 
gfinstig zur histochemischen Darstellung des Kupfers. Das Kupfer- 
sulfid zeigt eine mehr rostbraune Farbe als das Bleisulfid, wodurch es 
besser vom Gewebe absticht. Das eingespritzte Kupfersalz ist ebenso 
wie das Bleisalz in der Umgebung der Zentralvenen haupts~chlich in 
den Capillare n anzutreffen. Beriicksichtigt man, da~, wie die quanti- 
tative Analyse ergeben hat, in 1 g Leber-Trockensubstanz durchschni~t- 
lich 0,8 mg Kupfer en~halten sind, so ergibt sich ffir die in einem Schnitt 
vorhandene Kupfermenge etwa 0,5--1 t~g. Es ist das immerhin eine 
recht giinstige Empfindlichkeit, die allerdings die yon Brunswi]~ gefor- 
derte nicht erreicht. Eingehende Versuche, die Empfindlichkei~ zu 
steigern, um auch peroral eingeffihrtes oder sogar das normalerweise 
vorhandene Kupfer dem histochemischen Nachweis zug~nglich zu 
machen, sind zur Zeit am Insti tut  fiir gerichtliche Medizin im Gange. 

Das Zinn geh6rt ebenfalls zu der Gruppe yon Schwermetallen, die 
normalerweise im Organismus in geringen Mengen vorkommen (Hammer- 
sten, Oppenheimer). Nach der Mitteilung yon Mislc finder es sich ziem- 
lich in allen Organen, besonders aber in der Leber, etwa 3--4 cg pro 
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100 g ,,Eingeweidel'. Es ist das also ungef~hr ebenso viel wie die normale 
Zinkmenge des Organismus. AuBerdem wird man, wenn aueh in seltenen 
F/~llen, in Organen won einer Vergiftung herrtihrendes Zinn vorfinden. 
Denn die friiher geleugnete M6gliehkeit einer Zinnvergiftung, besonders 
bei GenuB yon N~hrungsmi%eln, :die in verzinnten Weigblechdosen 
konserviert waren, ist jetzt allgemein .~nerkannt (Eckardt, Gadamer, 
Jiirwinen, Ungar und Bodliincler, Vaube! u. a.). Hanzlilc und Presho 
erklgren~ sogar das Zinn fiir das giftigste der Sehwermetalle, und Jolles 
berichtet fiber eine Zinnvergiftung angeblieh nach Tragen yon mit Zinn 
besehwerten Seidenstriimpfen. 

Eine gr6gere Anzahl  yon Versuchstieren wurde mit Zinnverbin- 
dungen, teils intravenSs gespritzt ,  teils geffittert. Zur Verwendung 
gelangte einmal Stannotartr~t (hergestellt n~eh Schi]/). Die Analyse 
des verwendeten Tartr~ts ergab 46,90/0 Zinn (Theor. 44,4o/0). Als vier- 
wertige Zinnverbindung wurde Zinns~ure benutzt (hergestellt naeh 
Graham), die ~uf 1 Kubikzentimeter des Sols 20 mg Zinn enthielt. Vet- 
wendet wurde entweder dus Sol oder das aus diesem durch einen Tropfen 
verdfinnteSalzs/iure ausgef/~llte Gel. BeideZinnverbindungen inBlutadern 
eingespritzt waren an den ungef/~rbten und an den mit Hs 
Eosin gef/irbten Gefrier- oder Par~ffinschnitten noeh deutlieh zu er- 
kennen, das Tartrat Ms feine, in Thromben eingebette~e Krystalle ; d i e  
Zinnsgure, besonders das Gel, Ms homogene, die Gef/~ge zum Teil voll- 
st/~ndig ausffillende Masse.~ 

Im Anschlug an die Einspritzung batten sieh in der Leber stets mehr 
oder weniger umfangreiehe an~misehe bis nekrotisehe Gebiete aus- 
gebildet. 

Von 5 gespritzten Tieren starben 3 (140,45 und 39,4 mg auf 1 kg K6rpergewieht) 
~n solehen ausgedehnten Nekrosen naeh ]/~ngstens 48 Stunden. Die beiden anderen 
Tiere (je 10 mg Zinn ~uf 1 kg K6rpergewicht) wurden naeh 14 Tagen durch 
N~ckensehlag get6tet. Nur 2 Tiere gingen an Zinnvergiftung (Unruhe, atypische, 
meist grobe klonische Kr/~mpfe) zugrunde, das eine n~eh subkut~ner Einspritzung 
yon ~/~. g St~nnotartrat (400 mg .Zinn auf 1 kg), das andere nach einer t0 Tage 
dauernden Fiitterung mit insges~mt 72 ccm Zinns~ure = 2880 mg Zinn au~ ! kg. 
Nach subkutaner Einspritzung yon 120 bzw. 150 mg Zinn in 2- bzw. 4-wertiger 
Form auf 1 kg K6rpergewieht zeigten die Tiere keine Krankheitserseheinungen. 

Ffir die histoehemisehe Untersuehung kommen in der Hauptsaehe 
zwei Wege in Betr~cht: Einmal unter Ausntitzung der Eigensehaft der 
Zinnsalze, Farblacke zu bilden und andererseits mittels der Additions- 
](ihig#eit der Zinnverbindungen. Die zur Farblackbildung am meisten 
geeigneten Farbstoffe ergeben sich aus Becher, Bottler und Ullmann. Es 
h~ndelt sieh vorwiegend um Anthraehinonderivate. Geprfift wurden 
Alizaringelb, -grfin, -rot, -bl~u, -blausehwarz, ferner Oxyanthrarufin, 
MonoL und DiehlorMizarin, Phenosafranin ~ und Purpurin, sowie das 

Es sei bier nebenbei mit ChristeUer wieder auf das Phenos~fr~nin als Kern- 
farbstoff hingewiesen. Es liefert F/~rbungen yon groBer Klarheit und Durchsiehtig- 
keit. 
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von Kohsalcu und Jolcoyama angegebene  alizarinsulf0saure Natrium. 
Weiterhin wurden 2 Azofarbstoffe, das Azogallein und das Azochromin, 
die als Sulfos~uren stark beizenziehend :sind, untersucht. Es ergibt sich, 
dab in vitro s~mtliche Farbstoffe mit  den in Frage stehenden Zinnver- 
bindungcn aus wi~sseriger oder alkoholischer LSsung leuchtende Lacke 
bilden. Hingegen f i rben  sich im Pr~tparat die in den Gcf~i~en noch un- 
vers crhaltenen Stannotartratkrystal le  und Zinnsi~urepfrSpfe nut  
zuwcilen. Aus unbekannten Griinden ist trotz stundenlangcr E i n -  
wirkungsdauer, ErhShung der  Temperatur  usw. ein sicheres Auftreten 
der F~rbung der noch n ich t  ins Gewcbe eingedrungenen Verbindungen. 
nicht zu erreichen. Die besten Ergebnisse ~ lieferf eine alkoholische Pur- 
purinlSsung. Auch das vom Gewebc aulgenommene Zinn hat  sich mittels 
Farblackbfldung nicht: eindeutig nachwcisen lassen, da immer eine dif- 
fuse Plasmaf~trbung auftritt ,  die auf eine Lackbilduug mit  d e n j a  in 
groBen Mengen vorhandenen E i s e n - u n d  Calciumsalzen zuriickzufiihrcn 
ist. Einzig wieder das Pupurin in konzentrierter alkoholischer L5sung 
zeigt bei einer Eiuwirkungsdauer yon etwa 30 Minuten einigermaBen ~ 
klare Ergebnisse. Es erscheinen hierbei die mutmaBlich mit  Zinn durch- 
drungenen Gewebstefle um die Zentralvene herum sti~rker und dunklcr 
gefi~rbt. Die Ergebnisse sind abe r  so unsicher, die F~rbungen so ver- 
schiedenartig in bezug auf St/~rke und Vertcilung, dab sichere Schliisse 
aus diesem Ve~ahren nicht gezogen werden kSnnen .  Nach:Entfernung 
d e s  Eisens dutch l~ ' Oxalsi~ure und des Calciums durch ganz ver- 
diinnte Salzs~ure gelingt es zwar, die diffuse F~rbung des Gcwebes zu 
vermeiden, es gehen aber die Zinnvcrbindungen mit  der Salzs~ture in 
LSsung und werden dadurch einem Nachweis entzogen. Es l~Bt sich 
also das Zinn mittels bcizcnziehender Farbst0ffe bis jetzt  n icht  nach- 
weisen. 

Auch die andere wichtige Eigenschaft der Zinnverbindungen, ihre 
Additions/iihiglceit, wurde zur histochemischen Darstellung herangezogen. 
Das Zinn licgt, wenn es vom Organismus aufgenommen wordcn ist, h6chst 
wahrscheinlich in 4:wertiger Form vor. Es ergibt sich das 1. aus den 
stark oxydierenden Eigenschaften der Gewebe und 2. aus de r  Tatsache, 
dab reduzierende Bestandteile im Schnitt nach Einspritzung yon Zinn- 
vcrbindungen fehlcn (keine Reduktion v~ Sublimat zu metallischem 
Quecksilbcr oder yon Fehlingscher LSsung). Es wurde nun versucht, 
durch Anlagerung yon Zinnchloriir eine Stanni,Stannoverbindung zu 
erzielen, die 'ihrerseits nun reduzierend auf eine GoldsalzlSsung ein- 
wirken sollte. Es stellt sich aber hcraus, dab nach Bchandlung mit  
10~ Zinnchloriirl6sung trotz nachfolgendem ausgiebigen Auswaschen 
in destilliertem Wasser' aus ciner schwachen Auronatriumchloridl6sung 
fiberall im Gewebe metallisches Gold in Form anfangs r6tlicher, sp i te r  
schwarzviotetter Niederschliige ausgef~llt wird. Ein Auswaschcn des 
etwa vorhandenen fibcrschfissigen Zinnchloriirs mit  ganz verdiinnter 
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Salzss (3 Tropfen konzentrierter HC1 auf 1 Reagensglas Wasser) 
entfernt gleiehzeitig auch das Zinnehlorfir, das an die vorhandene Zinn- 
verbindung angelagert war, so dal~ fiberhaupt keine Reduktion mehr 
stattfindet. Andererseits fiihrt eine Verdfinnung der GoldsalzlSsung 
auf 1: 1000--1:10 000 zu dem gleiehen negativen Ergebnis wie mit  der 
konzentrierten LSsung. 

Naehdem die Anlagerung yon Zinnchlorfir zu keinem brauchbaren 
Ergebnis gefiihrt hat, wurde eine weitere Addition, die der Phosphor- 
s~ure, zum Naehweis herangezogen. Durch die Anlagerung von Molyb- 
d~nss an die Phosphorss und nachfolgende Reduktion h~tte 
Molybd~nblau entstehen sollen. Es gelang dies nicht, da anscheinend 
verwickeltere Methoden als einfaehes Einlegen der Sehnitte in die 
Flfissigkeit nStig sind, um die Phosphors~ure zur Anlagerung an das 
Zinn zu veranlassen. AuBer den beschriebenen wurde noch ein yon 
Behrens, Cohen (in Abeggs Handbueh) und bei Gmelin-Kraut angegebenes 
Verfahren, die Bildung yon Cs mit  nachfolgender 
Gelbfs mit  Jodkali,  untersueht, auch dies ohne Erfolg. 

Es ist also bisher nicht gelungen, einen brauehbaren histochemisehen 
Nachweis ffir Zinn zu finden. Untersuehungen in dieser Richtung, 
besonders auf dem Wege der Farblackbildung, der am aussiehtsreichsten 
erseheint, unter Umst/~nden naeh Behandlung mit  Halogenen (vgl. 
unten), sind am Inst i tu t  fiir geriehtliche Medizin im Gange. 

Das erste und bib jetzt  einzige unter den im Organismus normaler- 
weise vorkommenden Schwermetallen, dessen histochem~seher Nachweis 
einwandfrei geglfickt ist, ist dab Eisen. Als erster wies es Perls im Jahre  
1866 Ms Berlinerblau naeh, bald naehher, 1868, Quinclce mittels Schwefel- 
ammon. Seitdem sind fiber dieses Gebiet au~erordentlich viel Arbeiten 
ersehienen (Abderhalden, Bunge, Gibson, Huek, Ja~obi, Kunlcel, Lubavin, 
Macallum, Minkowsl~i und Naunyn, C. Mi~ller, Stender, M. B. Schmidt, 
Neumann, Schneider, Zales]ci und viele andere). Die erste gro~e Zu- 
sammenfassung wurde im Jahre  1908 yon Macallum als Haupttei l  seiner 
Arbeit ,Mikrochemie in der biologisehen Forschung" gegeben. A1B 
zweiter hat  Huecl~ in seinen , ,Pigmentstudien" (1912) Bowie im t tand- 
buch der Allgemeinen Pathologie yon Krehl und Marehand (1921) 
die Probleme des Eisennaehweises eingehend er5rtert. 1923 hat  dann 
R. Schneider noch einmal einen Berieht fiber die in Frage stehenden 
Verfahren gegeben. Sonst Bind seit den Hueckschen Arbeiten nur kleinere 
Berichte verSffentlieht worden (Boeclcer, Laucla und Haam, Stoeltzner, 
Wiener u. e. a.). 

Bemerkenswert ist, daG seit Perls und Quincke kein grunds~tzlich 
neues Verfahren des Eisennachweises zur Anwendung gelangte. Mit 
geringen Abs wurden immer wieder das Schwefelammon 
bzw. die Berlinerblaureaktion herangezogen. Die Ansiehten darfiber, 
welehe yon beiden Proben die vorteilhaftere ist, sind sehr versehieden. 
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Da es zu welt ffihren wiirde, die Stellungnahme der einzelnen Autoren 
hier ausffihrlieh zu erSrtern, sei auf die Zusammenfassung bei Hueck 
und die Originale verwiesen. 

Fiir diese Arbeit wichtig ist Folgendes: Sehon sehr bald hat  man 
gefunden, dab es im Organismus Verbindungen gibt, die zwar einwand- 
frei auf Grund der mikroehemischen Bestimmung Eisen enthalten, es 
aber histochemisch nicht oder nieht sofort nachweisen lassen. Der 
Hauptver t re ter  dieser Verbindungen ist das H~moglobin, ferner das 
H~matogen (Bunge), das Hepat in  (Zaleski) und das Ferratin (Schmiede- 
berg). Lubavin land in der Milch Eisen, das nut  durch Veraschen nach- 
weisbar war, und M. B. Schmidt und andere glauben, dab es eisenhaltige 
Pigmente gibt, die histochemisch keine Eisenreaktion erkennen lassen. 
Auch Hueck kommt  zu dem Ergebnis, dab ein Eisengehalt yon weniger 
als 50 mg auf 100 g Leber-Troekensubstanz eine positive Eisenreak- 
tion ausschlieBt, obwohl er eine eigent]iche ,,Phanerose" des Eisens 
ablehnt. Uber den Grund, warum tin Tell des Eisens histochemisch 
nicht greifbar ist, herrsehen in der Hauptsache drei Ansichten (E. Meyer). 
Einmal wird angenommen, das Eisen sei /est organisch gebunden, z. B. 
an EiweiB - -  Typus H~moglobin - -  (Neumeister-Zaleski). Macallum 
meint, das Eisen fi~nde sich in der Form 

/ /  C /  
vor. Andere glauben, dab es sich nur um eine lockere komplexartige 
organische Bindung handele, in der das Eisenatom infolge seiner 
Stellung nicht reaktionsf~hig sei, etwa nach Art  des Ferri- oder Ferro- 
cyankali (Bunge, Schmiedeberg, Wiener). Drittens gilt die Ansicht 
(Abderhalden, Huecl~), dab das Eisen in anorganischer Bindung vorliege, 
aber wegen seines besonderen kolloidalen Zustandes nieht nachweisbar sei. 

Fiir dieses nicht oder wenigstens nicht sofort greifbare Eisen wurde yon 
Molisch der Ausdruck , ,maskiert" eingefiihrt und yon Hueclc, Macallum, 
C. Miiller, Wiener u. a. iibernommen. Boecker sehls die Bezeichnung 
,,bloekiert" vor. Da es aber vorl~ufig noch nicht m5glich seheint, ein 
sicheres Urte i l  abzugeben, ob eine organische oder anorganisehe Bindung 
des Eisens vorliegt, ob das Nichtreagieren auf der Art  der Bindung oder 
dem Aggregatzustand beruht, empfiehlt es sich wohl, eine mSglichst 
indifferente Benennung zu verwenden. Es sei daher der Ausdruck 
,,okkultes Eisen" vorgeschlagen, weft damit, auch fiir den Chemiker, 
nicht im geringsten der Eindruck einer best immten Konsti tut ion ver- 
bunden ist. 

Es hat  an Versuchen, dieses okkulte Eisen dem Nachweis zug~inglich 
zu inachen, keineswegs gefehlt. Molisch versueht durch Behandlung 
mit  Kal iumhydra t  das okkulte Eisen ffei zu machen, finder aber ebenso 
wie C. Mi~ller Eisen in seinen Reagenzien. R. Schneider kann okkultes 
Eisen nach H~rten mit  Chromacetatmischungen feststellen. Gibson nach 
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Behandlung mit Schwefels~ure- und Sehwefeligs~ureanhydrid, Brown 
naeh Einwirkung yon t t20  2. Macallum finder, dab die verschiedensten 
l%eagenzien, Einfach-Schwefelammon (Hal l ) ,  Ferroeyankali und Salz- 
s~ure, fiberhaupt S~uren, falls sic nicht das Eisen extrahieren, ja sogar 
zuf~llige ,,Unreinheiteu" der Konservierungsflfissigkeiten~ besonders dos 
Alkohols, das Eisen zug~nglieh~maehen kSnnen. Ebenso wirke auch 
das Bungesche l~eagens (960/0 Alkohol - -  250/0 HC1 im Verh~ltnis 9: 1), 
obwohl das naeh Bunges Absicht gerade das okkulte Eisen nicht an- 
greifen sollte. Macallum selbst legt seine Sehnitte rage- bis wochenlang 
i n  eine Misehung yon Ein~ach-Sehwefelammon und Glycerin bei 60 ~ 

Auch Huecl~, der sich offenbar gegentiber okkultem Eisen ablehnend 
verh~lt, glaubt, dal~ durch einen ]Jberschul3 an Salzss bei der Ber- 
linerblau-Reaktion eine Art, ,Ionisierung" eintritt. E r  zieht das Schwefel- 
ammon Ms Reagens vor, verwandelt aber naehtrs das Eisensulfid 
mit Ferricyankali und Salzs~ure in Turnbullsblau. Nishimura, dessen 
Arbeit zu gleieher Zeit ersehien, ffihrt das Eisensulfid in Berlinerblau 
fiber. Eine Besprechung der Kritiken, die das besonders nach Macallums 
Methode gefundene Eisen Ms Verunreinigungseisen hinstellen (z~ B. 
Wiener glaubt bewiesen zu haben, es stamme aus dem Glase) kann unter- 
bleiben. Denn die Mengen Eisen, die in den verwendeten wenigen Kubik-  
zentimetern der Reagentien enthalten sind, sind so gering, daI] sie zu 
Fehlergebnissen niemals ffihren kSnnen~ 

Es ist sehr schwer nachzuprfifen, inwiewr mit einem dieser Ver- 
fahren wirklieh okkultes Eisen frei gemacht werden kann. Sicher ist 
aber, dai3 ihnen immer noch grol3e Ms anhalten, denn z. B. aus dem 
Hi~moglobin hat man bis vor kurzem das Eisen dem histoehemischen 
~qaehweis mcht zugs maehen kSnnen. Das ist erst in neuester 
Zeit gelungen. Im ,,Praktikum der  Hi'stochemie" yon Klein, Auflage 
1929, S. 65, finder sich eine kurze Bemerkung, die ihrer Wiehtigkeit 
wegen w5rtlich angefiihrt werden ,soll: ,Der Nachweis des organisch 
gebundenen, also des gesamten Fe gelingt eindeutig nut  nach Veraschung . . . 

N u t  im Blut ist es uns gelungen, das im Hgmoglobin organisch gebun- 
dene Eisen ohne Veraschuny nachzuweisen. Salzsaures Hgimatin, Hiimo- 
globin und intaktes Blur geben bei vorsichtigem Hantieren direlct Iceine 
Berlinerblaureaktion. Legt man abet eine Spur dieser Sto//e oder einen 
Blutausstrich au] dem Ob]elcttriiger i~ber den Hals einer Brom/lasche (etwa 
1 Stunde) und macht dann die Realction, so tritt die Berlinerblau/iirbung 
ann~ihernd so starl~ au/ wie nach dem Veraschen der gleiehen Sto//mengen 
(noch nicht verS/]entlicht)". Auf diese kurze Mitteilung griinden sieh die 
folgenden Untersuchungen. 

Als Tes~0bjekte wurden zuns einmal Blutausstriche naeh dem 
fiblichen Verfahren hergestellt. Sic sind ffir diesen Zweck sehr geei~net, 
du sic Eisen nut  in okkulter Form enthalten, und da die sehr eml?iind- 
lichen roten BlutkSrperchen d u t c h  Formver~nderung oder vollkom~/mene 
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AuflSsung anzeigen, ob Reagenzien zu stark zerstSrend a uf Gewebs- 
bestandteile einwirken. 

Weiterhin wurden die Versuehe an in Formalin oder Alkohol geh~r- 
teten Leberpr~paraten - -  meist Gefrier-, aber aueh Paraffinsehnitte - -  
fortgesetzt. Es stand zur Yerfiigung die Leber eines an Kranzschlagader- 
verengung verStorbenen 60j~hrigen l~annes, die keine Stauungserschei- 
nungen zeigte, und die vSllig normale Leber eines an Kohlenoxydver- 
giftung zugrunde gegangenen 35j~ihrigen. Die yon Hueck fiir derartige 
Untersuchungen fiir unbedingt nStig gehaltene Entblutung konnte leider 
an dem gegebenen Material nieht ausgeffihrt w e r d e n , d e n n  infolge der 
sommerliehen -I-Iitze zeigten die Leichen alle mehr oder weniger starke 
Fi~ulniserseheinungen, so dab  eine Ausschwemmung yon Eisen zu 
befiirehten war. Es warden daher die an den menschlichen Lebern 
gewonnenen Ergebnisse an einer mit  3 Liter eisenfreiem Aqua redestillata 
durchgespiilten frisehen Meersehweinehenleber nachgepriift. Da die 
Ergebnisse vollkommen iibereinstimmten, sind dieser Arbei t  die Er- 
gebnisse an nieht entbluteten Menschenlebern zugrunde gelegt worden. 

Die Lebern warden zun~chst unver~nder~ untersueht .  Aul~erdem 
wurde die eine etwa 20 Minuten mit verdiinnter Salzs~ure gekoeht bzw. 
24 Stunden lang bei einer Temperatur yon 600 dami t  behandelt, so dai] 
histoehemisch mit der Schwefelammon- und der Berlinerblauprobe kein 
Eisen mehr naehzuweisen war. 

Die" quantitative Untersuohung wurde nach dem Verfahren yon t~6hmann and 
~teinitz ausgefiihrt. (Veraschung der organischen Substanz, Fi~llen mit Schwefel- 
ammon, Kaliumbisulfatschmelze zum Aufschlie~en etwa entstandenen Eisenoxyds, 
l~duktion mit Zinkst~bchen, Titration mit Kaliumpermanganatl6sung). 

Nach angestellten Leerbestimmungen enthielten die Reagentien in 
den gebrauchten Mengen einschlieSlich des Spiilwassers 0,0013 nag Fe. 
Dieser W e r t ,  der etwa 1/3oo der bei der Analyse gefundenen Eisenmenge 
betri~gt, wurde yore Ergebnis abgezogen. 

Die quantitative UntersuChnng, die nur an der Leber des an Coronar- 
stenose verst0rbenen Mannes ausgefiihrt wurde; ergab in versehiedenen 
Teilen 47,5 mg Eisen auf 100 g Leber Troekensubstanz (0,443i mg Fe 
aui 0,932987 g Leber) bzw. 87,4 mg Eisen auf 100 g Leber (0,3619 mg Fe 
auf 0,414488 g Leber). Es sind dies Werte, die, verglichen mit denen 
yon Biele/eld, v. Lingen und Hueck, durchaus normal sind. Die 
Mengenbestimmung an einem in Salzss gek0chten Stiick Leber, die 
histoehemisch keine Eisenreaktion mehr zeigte, ergab 30 mg Eisen auf 
100 g Leber (0,0753 mg Fe auf 0,243713 g Leber) .  Der' Eisengehalt 
dieser Leber liegt unter dem yon Huec}; noeh als histoehemisch greifbar 
angegebenen Wert. Es handelt sich hier also um okkultes Eisen. 

Zum histochemischen Nachweise des okkulten Eisens wurde im An- 
scbtul] an die Ergebnisse yon Klein mit Blutausstrichen versueht, 
die~ses oder ein s Verfahren auf Organpri~parate zu iibertragen. 

Virchows  Arch iv .  Bd .  277. 56  
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Um eine Einschleppung yon Eisen zu vermeiden, best~nden die Instru- 
mente, mit denen die Schnitte ~us den Flfissigkeiten fiber~r~gen werden, 
nach MSglichkeit ~us Glas. W~r ein Anf~ssen mit einer Pinzette nich~ 
zu umgehen, so diente dazu eine Platinspitzenpinzettc. Aus den Re~- 
gentien war ein Eindringen yon Eisen in die Schnitte nieht zu befiirchtcn. 
Denn die Mengen der verwendeten Fliissigkeiten wurden so gering 
bemessen, dal~ ein nennenswerter Eisengehal~ nicht mehr in Frage k~m. 
Als Spfilwasser wurde trotzdem vorsichtshalber frisch bereitetes redestil- 
liertes Wasser benutzt. 

Zun~chst liel3 sich fes~stellen, dab t~ts~chlich n~eh Beh~ndlung mit 
Bromd~mpfen in Blutausstrichen eine Eisenrcaktion, besonders schSn 
mit Bcrlinerbl~u, zu erzielen ist. Morphologische Einzelheiten sind ~ber 
d~nn nicht mehr zu erkennen, die Struktur der Blutk5rperchen wird 
durch die eingreifende Wirkung des Broms vollkommen zerstSrt. Es 
wurden nun Leberge~rierschnitte ~uf einen Objekttr~ger ~ufgezogen 
und noch feucht in ein Glas mit eingcschlfffenem Deckel gestellt, auf 
dessen Bodcn etwas fliissiges Brom sich befand. In  dieser Bromatmo- 
sphere wurden die Pri~parate bis zu 30 Minuten belassen, dann mitWasser 
vorsichtig abgespiilt und gewartet,  bis das Brom vollkommen verdampft 
war, was sich an der nunmehr schneeweil3en Farbe des Schnittcs zu 
erkennen gibt. Anschliel]end wurde die Schwefelammon-, die Berliner- 
blau- und die kombinie~e Turnbulls-Blau-Reaktion ausgeffihrt. Kon- 
serviert wurden die Schnitte nach Abtupfen mit Fliegpapier in Glycerin, 
da sich herausgestellt hat, da9 das Berlinerblau yon Canadabalsam 
aufgenommen wird. 

Die Ergebnisse sind folgende: Normale Leber gibt dcutliche und 
schSne Eisenreak~ion. Ein Vergleich mit nicht bromierter Leber zeigt 
einwandfrei eine versti~rkte und sti~rker ausgebreitete Reaktion, die ~uch 
im Farbton merkbar diehter ist. Lebcr, die eines grol]en Tells ihres 
Eisens durch Kochen mit Salzss beraubt ist, und die ohne Vorbchand- 
lung mit Brom nicht eine Spur Eisen erkenncn l~l~t, auch nicht bei 
stundenlanger Einwirkung des Schwefelammons, weist nach Bromierung 
eine deutliche, wenn auch etwas schw~ehere Eisenf~rbung auL Es ist 
damit also der Beweis gelie~ert, d~l~ eine :Bromicrung okkultes Eisen 
auch in Organpri~paraten dem histochemischen Nachweis zug~nglich 
macht. Der Ausfall der Eisenreaktion wird durch diese Vorbehandlung 
zweifellos gesteigert, bzw. fiberhaupt erst ermSglicht, es hat aber die 
Brombehandlung einen wesentlichen Nachteil: Die Gewebe werden 
n~mlich verh~ttnism~l~ig stark angegriffen. Das Parenehym erschein~ 
eigentfimlich aufgequollen, etwa vcrgleichbar dem Bilde, alas eine schon 
ziemlich angefaulte Leber gibt. Der Zellinh~lt ist kSrnig oder schlierig 
getriibt und die Zellgrenzen sind verwaschen. Am besten widersteht 
den sch~digenden Einfltissen das Bindegewcbe. 

Aus der Annahme heraus, da/~ die anderen I-Ialogene nicht so stark 
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zerstSrend auf die Gewebe wirken, wie das Brom, wurde anschIieBend zu- 
n~chst ein Versuch mit  Jod  gemacht, tells in Dampfform, tells in methyl- 
Mkoholischer LSsung. Es ergibt sich dabei aber, dab durch Jodd~mpfe 
sowohl Blutpr~parate als Organpr~Lparate eine stark braungelbe 
F~rbung annehmen, die z~he festgehalten wird und weder dureh Liegen 
an der Luft  noch durch LSsungsmittel, wie Alkohol, ausgezogen werden 
kann. Eine positive Eisenreaktion wird dureh diese F~rbung vollkommen 
iiberdeckt. 2qeben diesem 13belstand t ra t  bei Pr~paraten, die etwa 
20 Minuten in methylMkoholische Jodl6sung eingelegt wurden, der Ver- 
dacht  auf, dab ein Teil des gebildeten Eisenjodids im Methylalkohol in 
LSsung ginge. Das bestgtigte sieh durch einen positiven Eisennaehweis 
in dem jodhaltigen Alkohol. 

Es galt also nun, ein Halogen zu verwenden, das die Gewebe nicht 
angreift, ihnen keine starke Farbung verleillt und in einer Form an die 
Prapara te  herangebracht werden kann, dab keine LSsung des entstan- 
denen HMogenid eintritt. Es wurde daher eine Behandlung mit  zunachst 
gasfSrmigem Chlor vorgenommen. Sie hat te  das iiberraschende Ergebnis, 
dab sogar die doch so empfindliehen roten BlutkSrperchen vollkommen 
unver~ndert erhalten blieben. Lebergewebe wird ebenfalls nieht an- 
gegriffen, die Bilder gleiehen nach Hgmatoxylin-Eosin-Fs voll- 
kommen denen, die man bei gewShnlicher histologischer Untersuehung 
erhalt. Das Arbeiten mit  gasfSrmigem Chlor ist aber umstgndlich, zeit- 
raubend nnd unter Umstanden nicht ganz ungef~hrlich. Verwendet 
man Tetrachlorkohlenstoff, der mit  Chlor gesattigt ist, so vermeidet  
man die Naehteile des Chlorgases. Eisenehlorid ist in dieser Flfissigkeit 
unlSslich, so dab eine Lokalisationsveranderung nicht zu befiirehten 
ist. AuBerdem verdampft  der Tetrachlorkohlenstoff in kurzer Zeit aus 
dem Pr~parat  vollst~Lndig, so dab sich ein Auswaschen mit  Wasser er- 
iibrigt, und daher eine dami~ verknfipfte Verschiebung des entstandenen 
Eisenchlorids nicht in Frage kommt.  

Die Behandlung der Schnitte gestaltet sich nun folgendermaBen: 
Von den in Formalin oder Alkohol geh~Lrteten Organen werden auf die iibliche 

Weise Gefrier- oder Paraffinschnitte angefertigt. Paraffinschnitte werden dann 
mit Xylol und Alkohol behundelt. Gef~ierschnitte aofort in Alkohol entw~ssert. 
Die Schnitte werden auf der Oberfl~che des mit gasfSrmigem Chlor gesi~ttigten 
Tetrachlorkohlenstoff schwimmen gelassen. Die ~Tbertragung geschieht mit Glas- 
oder Platinspatel und Glasnadel bzw. bei aufgezogenen Schnitten mit Platin- 
spi~zenpinzette. Nachdem das Chlor etwa 20 Minuten eingewirk~ hat, werden die 
Schnitte herausgefischt und so lange gewartet, bis der Tetrachlorkohlenstoff und 
das Chlor vOllig verdampft sind. Auf diese Weise kommt das gebildete Eisenchlorid 
Init Fltissigkeiten nicht mehr in Beriihrung. AnschlieBend wird dann sofort eine 
Eisenreaktion ausgeftihrt. Als Gegenf~rbung kalm man z. B. Bismarckbraun, 
Phenosafranin oder ~hnliches anwenden. 

Die naeh dieser Methode erhMtenen Eisenf~rbungen entsprechen in 
ihrem Verhalten zu okkultem Eisen vollkommen denen, die naeh vor- 
angegangener Bromierung erhMten werden. Eine regelm~Big wieder- 
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kehrende histochemische Eisenreaktion in der mit  Salzs/~ure bis zum 
Verschwinden des fiblichen Eisennschweises gekoehten Leber beweist, 
dub such mit  Chlor okkultes Eisen zug/~nglich gemacht wird. Die ent- 
stehenden mikroskopischen Bilder zeiehnen sich was eigens hervor- 
gehoben werden soll dutch fiberraschende Klsrhei t  und SchSnheit 
aus 1. Gsnz besonders sber ist das Chlorierungsverfshren aul~erordentlich 
giinstig, ds  dutch das Chlor die Gewebe nieht im geringsten angegriffen 
oder gesehs werden, es wird nicht einmal der Bsu der zarten 
roten BlutkSrperchen gestSrt. Ein drifter und sehr wesentlicher Vorteil 
des gesehilderten Verfshrens beruht darin, dal] nach der ~berfiihrung 
des Eisens in das Chlorid keine Waschfliissigkeit mehr auf das Prs 
e~nzuwirken braucht, durch die unter Umst/~nden ein Teil des Halogenids 
gelSst werden kSnnte. Dadurch wird eine Lokalisations/~nderung des 
Eisens, falls sie nicht dureh die eigentliche Eiserrreaktion stattfindet, 
unbedingt vermieden. Welch grol~er Weft  dsrin liege, dsl~ keine Ver- 
schiebung des naehzuweisenden Metalles eintritt, darauf ist schon in der 
Einleitung hingewiesen worden. 

Eine Lokalisationsver/inderung des Eisens kann also nach voran- 
gegangener Behandlung mit  chlorhaltigem Tetrachlorkohlenstoff nut  
noeh durch die Einwirkung der Eisenreagenzien stattfinden. Zun/ichst 
wurden angewandt die gewShnliche Sehwefelammonprobe und deren 
Erweiterung nach Hueck ((~berfiihrung des Sehwefeleisens durch Behand- 
lung mit Ferrieyankali und Salzs/iure in Turnbulls-Blau). Aul~erdem 
wurde die gewShnliche Berlinerblaureaktion mit  Ferroeyankali  und 
Salzs/s ausgeffihrt. Von der Stoelznerschen Abiinderung, der Ferro- 
und Ferricyankali verwendet, war aus naheliegenden Griinden kein 
besserer Erfolg zu erwarten. Ebensowenig yon dem Verfahren yon 
Nishimura, der mit  Schwefelammon gef/illtes Schwefeleisen in Ber- 
linerblau fiberffihrt und das fiir besser h/ilt als die Turnbulls-Blau- 
Resktion. 

Der Vergleieh yon mit  Schwefelammon und Ferroey~nkali beh~n- 
delten Pr/iparaten hat  ein bemerkenswertes Ergebnis: Es stellt sich heraus, 
dal] d~s als Berlinerblau naehgewiesene Eisen diffus in den Zellen vor- 
handen ist. Der Grsd der Blaufiirbung ist verschieden, je naehdem wo 
die Zelle liegm Im Gebiet um die Zentralvene herum ist die Reaktion 
st/irker als an den R/~ndern, wo sogar eisenfreie Zellen anzutreffen sind. 
Aber in der einzelnen Zelle liegv eine gleiehm/~l~ige F/s vor. I m  
Gegensatz dazu trier nach Behandlung mit  Sehwefelammon ein kSrniger 
Niederschlag auf. Gibt man dann noch Ferricyankali und Salzs/iure 
zu, so f/~rbt sich der 57iedersehlag blau, und aul]erdem tr i t t  such hier 
eine diffuse Blauf/~rbung v0n verschiedener St/ irke in den einzelnen 
Zellen auf. 

Ffir die Untersuehungen kum ein yon der Notgemeinseh~ft der deutschen 
Wissenschaft zur Verffigung gestelltes modernes Zeiss-Mikroskop zur Verwendung. 
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Es ist nun wichtig, festzustellen, welche l~eaktion die natiirlichen 
Verh/~ltnisse besser wiedergibt. Hueclc h~It zwar die Berlinerblau-Reaktion 
fiir ungenau inbezug auf die Menge des effaftten Eisens, es sei das 
Verh~ltnis yon Ferrocyankali und Salzs/tnre wichtig. Dieser Einwand 
wird aber hinf/~llig bei mi t  Chlor behandelten Pr/~paraten; denn als 
Halogenid ist das Eisen unter  alien Umst/~nden vollsts als Ber- 
linerblau nachweisbar. Es  ist also die Berlinerblau-I~eaktion bei ehlo- 
rierten Pr/~paraten der Schwefelammon-Reaktion zun/~ehst einmM 
durehaus gleiehwertig. Versetzt m a n n u n  eine EisensalzlSsung, in der 
das Eisen in einer Verdiinnung yon 1:10 000 000 oder 1:100 000 000 
enthMten ist, im Reagensglas einerseits mit  Sehwefelammon, anderer- 
seits mit  Ferroeyankali  und Salzs~ure, so wird man  linden, dag selbst 
in dieser groBen Verdiinnung Schwefeleisen als Niedersehlag ausf/~llt, 
w~thrend die Bildung von Berlinerblau sieh nut  dutch eine Blauf/~rbung 
der Fliissigkeit kundgibt. Demnach seheint die Sehwefelammonprobe, 
die das naehzuweisende Metall ausf~tllt, ungeeigneter zu sein Ms eine, 
die nut  anf einem Farbumschlag beruht. Es soil natfirlieh damit  nieht 
geleugnet sein, dab Eisen aueh primer in Pigmentk6rnehen vorhanden 
ist, we es dann aueh histoehemisch in K6rnehenform naehgewiesen 
wird. Abet zum Nachweis des im Plasma kolloid .oder anders gelSsten 
Eisens ist die Ber!inerblauprobe sieher geeigneter, da sie nieht wie das 
Sehwefelammon zum mindesten einen Teil des Eisens zu K6rnehen, 
also zu Artefakten, zusammenzieht. 

Abet aueh gegen die Berlinerblau-Probe ist, t rotzdem sie sieh zweifel- 
los als recht brauehbar erweist, der Einwand zu erheben, dag dureh die 
Behandlung mit  Salzs~ure sieher ein Teil des Eisens bzw. des Eisen- 
ehlorids in L6sung gebraeht wird. Wenn es sich aueh nur um sehr geringe 
Mengen handeln kann, so wird doeh dabei eine Versehiebung in der 
Lagerung des Eisens unvermeidlieh sein. Nur bei Verwendung gas- 
fSrmiger Reagentien ist, wie oben ausgefiihrt, eine wirklieh naturgetreue 
Wiedergabe der Lagerung mSglieh (Liesegang). Tats~ehlieh ist ein 
solehes gasfSrmiges Reagens auf Eisen bekannt,  n/tmlieh der Rhodan- 
Wassersto][. Es ist aber, was aueh Hueclc bedauert, bis jetzt noeh nieht 
gelungen, die Rhodanprobe in die Histochemie einzufiihren. 

Die Grtinde fiir das Versagen der l%hodanprobe an histologisehen 
Schnitten sind darin zu suchen, daft alas Eisen in zu verwiekelter Form 
vorlieg~, w/~hrend Rhodaneisen sieh nur aus einfaehen dreiwertigen 
Eisenverbindungen bildet. Es muB daher gelingen, die Vorteile des 
ghodanwasserstoffes gegeniiber den anderen Eisenreagentien aueh 
histoehemiseh auszuwerten, sobald es m6glieh ist, eine einfaehe drei- 
wertige EisenverbindUng Ms Grundlage der geakt ion  herzustellen. 
Diese Ubeffiihrung des verwiekelt gebundenen Gewebseisens in die 
reaktionsf~hige Form gelingt dureh die Vorbehandlung der Sehnitte 
mit  Chlor. Derartig chlorie1~e Pr/~parate geben mit  Rhodanwasser- 
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stoffgas eine kr~ftige Eisenreaktion. Das Rhodaneisen, alas in Form 
einer ]euchtend roten und gut durchscheinenden Farbe entsteht, liefert 
SehSne mikroskopische Bilder und 1/s die Lokalisation des Eisens 
zweifelsfrei erkennen. 

Das histoehemische Verfahren ist sehr einfaeh: 
Die Schnitte werden auf die angegebene Weise mit chlorhaltigem Tetraehlor- 

kohlenstoff behandelt. Sowie der Tetmchlorkohlenstoff verdampft ist, werden 
sie sofort dem Rhodanwasserstoff ausgesetzt. Am besten legt man den Objekttrager 
oder das Deckglas, auf dem sie aufgezogen sind, umgekehrt fiber ein Blockschi~lehen, 
in dem aus Rhodankali und Salzs/~ure der Rhodanwasserstoff entwickelt wird. 
In ganz kurzer Zeit tritt die stark rote Farbe des Rhodaneisens in Erscheinung. 
Die mikroskopisehe Untersuehung erfolgt nach EinsehluB der Pri~parate in Glycerin. 
Leider beginnt die rote F/~rbung nac h einigen Minuten abzublassen und versehwinde~ 
nach etwa 10 Minuten vollst~ndig. Durch erneute Einwirkung yon Rhodanwasser- 
stoff kann sie wieder, wenn auch nicht in derselben St~rke, hervorgerufen werden. 
Ein drittes Mal l/~l~t sich im allgemeinen die Reaktion nicht mehr erzielen. Da es 
bis jetzt noch nicht gelungen ist, die F~rbung der Schnitte bleibend zu erhalten, 
sind die mit Rhodanwasserstoff gewonnenen Pri~parate zur Konservierung nicht 
geeignet. 

Die grol~en Vorteile der Rhodanprobe auf histochemischem Gebiet 
liegen in Folgendem: Zun~chst wird unbedingt jegliehe Lokalisations- 
veri~nderung des Eisens im Verlaufe der Behandlung vermieden. Keine 
Flfissigkeit, in der das gebildete Eisenchlorid 15slich ist, kommt mit 
dem Pr/iparat in Berfihrung. Der zweite wesentliehe Vorzug liegt darin, 
dab die Erfassungsgrenze bei der lZhodanprobe noeh bedeutend niedriger 
liegt als beim Berlinerblau. Naeh .Riidisi~le ist die Erfassungsgrenze f fir 
die Berlinerblaureaktion 0,07 #g Eisen, w/~hrend Emich und Donau 
ffir die Rhodanprobe den Wert yon 0,0025 fig Eisen festgestellt haben. 

Auf die ungeheuere Wichtigkeit, die darin liegt, die Erfassungsgrenze 
ftir ein Metall zu erhShen, ist schon in der Einleitung eingehend hin- 
gewiesen worden. Es soll hier nur soviel gesagt werden, daI3 durch die 
Einfiihrung der Rhodanprobe mit vorhergehender Chlorierung wegen 
ihrer hohen Empfindlichkeit, wegen ihrer genauen Wiedergabe der 
Lokalisation und wegen der Darstellung des okkulten Eisens neue MSg- 
lichkeiten auf dem Gebiete der histochemischen Eisenforsehung erSffnet 
sind. 

Zusammenfassung. 
Die Untersuehungen fiber histochemische Nachweise der Metalle 

Blei, Kupfer, Zinn und Eisen zeigen folgende Ergebnisse: 
1. Zum Nachweis yon Blei ist das geeignete Reagens der Schwefel- 

wasserstoff. Es gelingt aber nur der Nachweis yon intraven5s ein- 
gespritztem Blei. 

2. Kupfer wird ebenfalls am besten mit Sehwefelwasserstoff nach- 
gewiesen. Auch hier glfickt der ~qaehweis Imr an dem intravenSs 
eingespritzten Metall. 
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