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Lange Zeit beschaftigte sich die Histologie ausschlieBlich mit der
Erforschung der morphologischen Struktur der Gewebe. Weitgehende
Moglichkeiten in dieser Richtung erdffneten sich, als um die Mitte des
vorigen Jahrhunderts die Farbemethoden eingefiihrt wurden. Dal diese
Verfahren auch heute noch entwicklungstihig sind, zeigen z. B. die syste-
matischen Untersuchungen von Becher. AuBlerdem hat man aber aus
der Affinitdt der Farbstoffe zu bestimmten Gewebsbestandteilen schon
sehr bald chemische Rickschliisse gezogen. Es sei hingewiesen auf das
verschiedene Verhalten einzelner Zellbestandteile gegeniiber sauren und
basischen Anilinfarbstoffen, auf die Jod-Stirke-Reaktion, den Kalk-
nachweis mit Hamatoxylin, die Fett- und Lipoidfirbung u. v. a.

Diese Methoden, durch welche die chemischen Eigenschaften der
Zellbestandteile und Zelleinschliisse in bezug auf den Gewebsverband
klar gelegt werden konnen, riickten im Laufe der Zeit mehr und mehr
in den Vordergrund. Besonders bemichtigte sich ihrer die Pflanzen-
mikrophysiologie; denn die Pflanzenzelle dient in ausgedehnterem Mafe
zum Speichern als die tierische, so dafl groBere Mengen der nachzu-
weisenden Substanz zur Verfiigung stehen. So ist auch von einem
Pflanzenphysiologen, Molisch, 1892 fiir dieses Gebiet der Histologie der
Name ,,Histochemie** gepragt worden. Schon zahlreiche histochemische
Untersuchungen und Nachweise sind in pflanzlichen Geweben ausgefiihrt
worden (Klein, Molisch, Tunmann, Zimmermann 1. a.).

Aber auch in tierischen Geweben ist es schon weitgehend gelungen,
Stoffwechselprodukte durch histochemische Reaktionen im mikrosko-
pischen Schnitt kenntlich zu machen. Es sei hier erwéhnt der Glykogen-
nachweis, der Nachweis der Kochsalzausscheidung in den Harnkandlchen
(Leschke), die Darstellung der Salzsiure in den Belegzellen (Fiiz-Gerald,
Monti) und der Nachweis der Oxydations- und Reduktionsorte (Unna).
Meistens werden die histochemischen Reaktionen am gewdhnlichen
histologischen Schnitt ausgefithrt, aber auch in verwickelteren Ver-
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fahren: so zur Beobachtung der Ausscheidung von Metallsalzen in den
Nieren durch nachfolgende Einspritzung eines farblackbildenden Stoffs
(Kohsakw und Yokoyama). Uber die histochemische Unterscheidung
der im menschlichen Organismus vorkommenden Pigmente liegen auBer
zahlreichen Mitteilungen (Lubarsch, Kutschera-Anberge, ich u. a.) zwei
umfassende Arbeiten von Hueck vor.

Man hat auch versucht, im Gewebe vorhandene. Stoffe, besonders
Metalle, durch Veraschung eines Schnittes auf dem Objekttriger (Liese-
gang, Policard, Schoeller) oder durch Mikrosublimation (Eder, Kempf,
Molisch, Nestler, Tunmann) nachzuweisen. Derartige Verfahren haben
aber wegen der ausgedehnten Zerstérungen, die die Gewebe dabei er-
leiden, nur unvollstindige und besonders in bezug auf die Lokalisation
der Stoffe schwer deutbare Ergebnisse. In den letzten Jahren, wo die
Behandlung mit Metallkolloiden einen groBen Aufschwung genommen.
hat, hat man begonnen, die Histochemie besonders auf den Nachweis
der Schwermetalle anzuwenden, um ihr Verhalten zu gesundem und
erkranktem Gewebe feststellen zu konnen (Christeller und Schiiler,
Borchardt). Dazu kommt noch, daB die Schwermetalle sehr charakte-
ristische und dabei eindeutige Reaktionen geben, so dal sie fiir derartige
Untersuchungen verhiltnisméfBig gut geeignet sind.

Im folgenden soll eine Anzahl Untersuchungen iiber histochemische
Schwermetallnachweise und einige neue Reaktionen beschrieben werden.

Die hauptsichliche Schwierigkeit bei der Ausfiihrung histochemischer
Reaktionen besteht in der duBerst geringen Menge der nachzuweisenden
Substanz. Die Grundbedingung ist, wie in der anregenden kleinen
Arbeit von Brunswik ausgefithrt wird, eine gentigende Empfindlichkeit.
Am besten eignen sich also Fillungsreaktionen zum histochemischen
Nachweis, da bei ihnen die Empfindlichkeit allein abhéngig ist von der
Loslichkeit des entstandenen Niederschlages. Bei Farbreaktionen ist
die Empfindlichkeit abhingig von der Stirke des gebildeten Farb-
stoffes bzw. vom Extinktionskoeffizienten, d. h. die Intensitit des
Farbstoffes muBl so groB} sein, daB bei der geringen Schichtdicke des
mikroskopischen Schnittes noch ein deutlicher Farbeindruck vor-
handen ist.

Je empfindlicher eine Reaktion ist, um so grofer ist auch die Er-
fagsungsgrenze. Dabei ist zu unterscheiden zwischen einer theoretischen
und der praktischen, die allein fiir die Beurteilung der Befunde mal-
gebend ist. Die theoretische Erfassungsgrenze ist abhéngig vom Auf-
losungsvermégen des Mikroskops. Die praktische Erfassungsgrenze
weicht davon um etwa 2—3 Zehnerpotenzen ab, da das bei einer Reak-
tion entstehende Produkt nie an einem einzigen Punkt auskrystallisiert,
und auch die vielen entstandenen Einzelkrystalle mikroskopisch noch
erkennbar sein missen. Brunswik fordert fiir jede histochemische Reak-
tion eine Erfassungsgrenze von 0,01—0,000001 ug.
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Bei. Farbreaktionen hingt die praktische Erfassungsgrenze auBer
wvon der Stérke von der Art der entstandenen Farbe ab. Denn eine noch
so starke Farbung wird, wenn sie von der Gewebseigenfarbe nicht ge-
niigend absticht, fiir histochemische Zwecke ungeeignet. Es sind also
Reaktionen, bei denen braune- und gelbliche Farbtone entstehen, zu
vermeiden. Die besten Ergebnisse werden mit leuchtend blauen oder
roten Reaktionsprodukten erzielt. '

Eine weitere wichtige Forderung wird von Christeller und, Hueck auf-
gestellt. Ks wird verlangt, daB bei jedem histochemischen Nachweis
eine Identitatsreaktion der entstandenen Verbindung ausgefiihrt wird.
Es ist dies gerade beim histochemischen Arbeiten sehr wesentlich, da
infolge  der mannigfachen Verfahren, denen der histologische Schnitt
vor Ausfithrung der Reaktion unterworfen wird, leicht Niederschlage
aus Konservierungsflissigkeiten oder &hnlichem zu Téiuschungen Ver-
anlassung geben kénnen. Besonders: muB aber eine Bedingung fiir
jedes histochemische Verfahren immer wieder nachdriicklich hervor-
gehoben werden: Es darf durch die Reaktion keine Anderung in der
Lagerung des nachzuweisenden Metalles eintreten (Liesegang, Patzelt).
Der FErfillung dieser Bedingung stehen aber gewisse Schwierigkeiten,
hauptsichlich kolloidechemischer Natur, entgegen. Es treten sehr leicht
Anderungen im Aggregatzustand des nachzuweisenden Metalles oder des
entstandenen Reaktionsproduktes auf, wodurch Verschiebungen infolge
der verschiedenen Diffusion hervorgerufen werden. Nach Liesegang
sind viele Fehlschliisse dadurch zu erkliren, daBl man allzu grofen
Wert legt auf scharfe und ,,schéne” Bilder und dabei die Frage der
ungestorten Lagerung vernachlissigt.

Da die Konzentration der Schwermetalle, die unter normalen Ver-
hiltnissen im Organismus vorkemmen, fiir eine histochemische Dar-
stellung sehr gering ist — es ist von ihnen ja bis jetzt nur Eisen nach-
weisbar — hat man sich zunichst den pharmakologisch wichtigen
Schwermetallen zugewendet. Aus dem Institut von Christeller sind
mehrere Arbeiten hervorgegangen, die sich mit dem Nachweis von
Gold, Wismut und Quecksilber und ihrer Lagerung im Gewebe be-
schaftigen.

Der Goldnachweis (Kurosu) wird gefiihrt durch Behandlung der Gefrier- oder
Paraffinschnitte mit zinnchloridhaltigem Zinnchloriir. Das untersuchte Priparat
ist das Sanocrysin, das Natriumsalz der Aurothioschwefelsiure. In vitro ist die
Empfindlichkeit der Probe 1 : 100 000—1 : 1000 000. Kurosu erwartete die Bil-
dung eines dem Casstusschen Goldpurpur dhplichen Gels. Es bildeten sich aber
schwarze Niederschlige, die nach der Ansicht des Verfassers vermutlich von metal-
lischem Gold herrithren. Diese Niederschlige fanden sich im Bindegewebe der
Einspritzungsstelle und auBerdem in Milz, Leber, Niere und Lunge.

Borchardt im Institut von Lubarsch untersuchte ein anderes Priparat, das
das Gold in organischer, komplexer Bindung enthilt (Praparat 2949 der 1. G.-

Tarbenindustrie). Eine Reduktion durch Zinnchloriir ist hier unméglich, jedoch
gelang es dem Verfasser durch Silbernitrat metallisches Gold auszufallen.
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Zum Nachweis des Wismuf verwenden Christeller, Komaja, Califono und
Vonkennel eine der Legersohen (Cinchinon -+ Jodkali + Salpetersiure) #hnliche
Reaktion, die ecine Empfindlichkeit von 1 : 500 000 zeigt. Als Wismutpriparat
nehmen sie das Bismogenol. Die zur Vermeidung von Wismutformolverbindungen
1in neutraler Formolldsung gehdrteten Gefrierschnitte werden in eine Mischung von
Chininsulfat + acid. nitric. und Jodkali gelegt. Das Wismut bildet dann mit dem
Reagens eine lenchtend orangegelbe Verbindung. Die Bilder sind von auBerordent-
licher Deuthchkelt und Schénheit. Komaja weist das Wismut auch als Wismut-
sulfid nach, nur ist die braunschwarze Farbe des Niederschlags nicht gimstig.
Die Empfindlichkeit ist die gleiche wie die der anderen Reaktion. Nach den Unter-
suchungen von Califano wird das Wismut vorwiegend in den Zellen des retikulo-
endithelialen Systems, besonders der Lunge, nicht hingegen im Parenchym, ge-
speichert.

TUber einen histochemischen Quecksilbernachweis hat schon im Jabre 1903
Almkvist eine Arbeit verdtfentlicht. Er verwendet mit Schwefelwasserstoff ge-
sattigte P1kt1nsalpetersaure und erhalt angeblich Quecksilbersulfid als feine gelbe
Kornchen in Epithelien und Interce]lularraumen Christeller und Sammartino haben
in neuerer Zeit ausgedehnte Untersuchungen mit den verschiedensten Reagenzien,
hauptsichlich Reduktionsmitteln, u. a. auch mit dem von Hesse angegebenen
Antidot bei Quecksilbervergiftung, Formalinnatriumthiosulfat, angestellt. Mit
keiner dieser Methoden jedoch ist es den Verfassern gelungen, brauchbare Re-
sultate zu erzielen. Sie sind dann auf das Verfahren Almkvists zuriickgekommen,
nur dafB sie durch eine linger davernde Einwirkung des Reagens eine Erhchung
der Empfindlichkeit erzielt haben. Fs sind mit dieser modifizierten Methode sehr
bemerkenswerte Quecksilbernachweise be1 einer Vergiftung und nach kleinen
Kalomelgaben gelungen. -

Justus, der es fur unmoglich halt, das orgamsch gebundene Quecksilber ohne
weiteres durch Schwefelwasserstoff auszufillen, behandelt vorher mit Zinkchlorid.
Diese Methode, an der schon Siebert Kritik getibt hat, ist neuerdings von Christeller
und Sammartino nachgepriift worden, hat aber nur unvollkommene Ergebnisse
erzielt.

Uber die hlstochemlsche Darstelling von Blei findet sich im
Schrifttum nur eine kurze Bemerkung bei Christeller und Sammartino,
dafl die Japaner lwashi und Tada mit Schwefelwasserstoff positive
Ergebnisse. erzielt, hatten. Naheres ist aber dariiber nicht bekannt.

Um zu ermitteln, ob und wieweit es méglich ist, auf diese Weise Blei
im Gewebe nachzuweisen, sind von mir eine Anzahl Versuche durch-
gefithrt worden. Untersucht wurden die Leber eines an chronischer
Bleivergiftung verstorbenen Mannes, ferner einige Tiere, die teils einer
akuten, teils einer: chronischen Bleivergiftung erlegen waren.

Zwel Meerschwemchen, die 20 mg und 10 mg Bleiacetat in Losung nach dem
tiblichen Verfahren in eine Mesenterialvene eingespritzt bekommen hatten, starben
nach 10 bzw. 12 Stunden. Da Bleiacotat 66°%; Pb enthalt, bekam das eine Tier
24,4 mg pro Kilogramm Korpergewicht, das andere 13,3 mg Pb pro Kilogramm.
Auflerdem standen zwei Kaninchen zur Verfiigung, die infolge einer 2 Monate lang
durchgefithrten Fitterung mit Bleiacetat (taglich 7 bzw. 5 mg Pb pro Kilogramm)
einer chromschen Bleivergiftung erlegen waren.

Gefrier- und Paraffinschnitte der Leber wurden mehrere Stunden
lang teils in Schwefelwasserstoffwasser, teils in feuchtem Zustand in
einer Schwefelwasserstoffatmosphire gehalten. Es zeigte sich bei den
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gepritzten Tieren in der Umgebung der Zentralvenen hauptsichlich in
den Capillaren, aber auch manchmal in den Leberzellen ein deutlicher
Niederschlag von rundlichen, schmutzig braungelben Kérnchen, der
nach seinem chemischen Verhalten — Auflssung in Salpetersiure —
als Bleisulfid anzusprechen ist. Die Farbe des Niederschlags ist nicht
glinstig, kleinere Teilchen sind schwer von der Eigenfarbe des Gewebes
zu unterscheiden. Bei den per os vergifteten Tieren wie bei dem einer
chronischen Vergiftung erlegenen Manne versagte jedoch der Nachweis
bis jetzt vollstéindig; auch durch Verlingerung der Einwirkungsdauer
von Schwefelwasserstoff war kein positives Ergebnis zu erzielen. Weiter-
hin wurden Schnitte mit Kupferacetat und Essigsiure und anschlieBend
mit Kaliumnitrit behandelt. Das entstehende Kaliumkupferbleinitrit
zeigte eine noch weniger abstechende Farbe als das Bleisulfid, ist
also zum Bleinachweis nicht sebr geeignet. Auflerdem scheint die
Empfindlichkeit wenigstens histochemisch geringer als die der Schwefel-
wasserstoffprobe.

Im Gegensatz zu den bis jetzt behandelten Schwermetallen bilden
Lisen, Kupfer und Zinn normale Bestandteile des Organismus. Vor
einer eingehenden Behandlung des Fisens als wichtigsten Vertreters
dieser Gruppe soll kurz auf die Méglichkeiten eines histochemischen
Nachweises fir Kupfer und Zinn eingegangen werden.

Kupfer wurde zuerst im Blutfarbstoff von Cephalopoden, dem Hamocyanin,
analytisch nachgewiesen (Fredericg, Harless und Bibra, Henze). Spiter fand man
es auch bei Wirbeltieren (Church in Federn, Halliburton und Slowizoff in der Sauge-
tierleber, Warburg im Blutserum des Menschen). Die ersten und bisher einzigen
histochemischen Untersuchungen stellten Boyce und Herdman an, die es in Austern-
leukocyten nachwiesen. Laidlow meint, dal das Kupfer dhnlich dem Eisen in
okkulter Form (vgl. unten) auftritt, ja es sogar ersetzen kénne. Zusammengestellt
wurden die bisherigen Ergebnisse in der umfassenden Arbeit von Macallum.

Boyce und Herdman verwenden als Nachweis die Ferrocyanidreaktion in saurer
Losung. AuBerdem sollen Kupferverbindungen mit wasseriger Himatoxylinlosung
einen violetten Farblack bilden.

Um nachzupriifen, ob die angegebenen Reaktionen auch in anderen
Fallen verwertbar sind, wurde einem Meerschweinchen 20 mg Kupfer-
acetat (21,3 mg Cu pro Kilogramm Kérpergewicht) in eine Mesenterial-
vene gespritzt, Der Tod trat nach 24 Stunden ein. Die quantitative
mikrochemische Analyse [Zerstérung der organischen Substanz und
elektrolytische Bestimmmung (Breitenstein)] ergab — bezogen auf 10 g
Leber-Trockensubstanz — 10 mg und 6 mg Kupfer. Es sind also etwa
%/, des eingespritzten Kupfers in der Leber zurtickgehalten worden. Bei
der histochemischen Untersuchung war ein Einfluf des Kupfers auf ver-
diinnte wisserige Himatoxylinlosung in der Richtung auf eine Violett-
farbung niemals wahrzunehmen. Ebenso erwies sich die von Boyce und
Herdman verwendete saure Ferrocyanidreaktion (auch von Pafzelt in
Klein und Strebinger angegeben) als unbrauchbar,
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Abgesehen davon finden sich in der chemischen Literatur eine groBe
Anzahl von zum Teil sehr empfindlichen Reaktionen auf Kupfer, die
auf ihre Anwendungsmdglichkeit in histochemischer Hinsicht zu priifen
waren. Parri gibt an, daB mit Metallsalzen das Braunsche Reagens
(Kaliumtrithiocarbonat), ebenso Derivate der Dithiocarbaminsiure,
besonders ihr Ammoniumsalz, und das Thiophenylcarbacid, charak-
teristische TFarbreaktionen geben, mit Kupfer griin, blaugriin oder
violett. Nach einer Arbeit von Kolthoff verhélt sich &hnlich das Diphenyl-
carbacid. Das dithiocarbaminsaure Ammonium wurde nach der Vor-
schrifft von Freund und Bachrach (Beilstein), die anderen Reagenzien
nach der Vorschrift der Verfasser hergestellt. Die Schnitte wurden
verschieden lange Zeit sowohl in der Kéilte als auch bei Brutschrank-
temperatur den verschiedenen Reagenzien ausgesetzt. Es lieBen sich
jedoch auf keine Weise Farbungen erzielen.

Ferner wurde versucht, nach der Angabe von Fleming und Spaku
mittels Alkalirhodanid bzw. Kaliumjodid unter Zugabe einiger Tropfen
alkoholischer Benzidin-, Tolidin- oder Guajakharzlosung die Bildung
eines blauen Komplexsalzes zu erzielen, die ncch in einer Verdiinnung
von 1:1 000 000—1: 10 000 000 vor sich gehen soll. Aber auch hier war
der Erfolg ein negativer. Eine Methode von Montequi, der beobachtet,
daB Merkurisulfocyanate mit Cu -+ Zn' einen tiefvioletten krystallinen
Niederschlag bilden, lieferte nicht einmal in vitro ein sichtbares Ergebnis.

Nach diesen MiBerfolgen wurde entsprechend 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
giinstig 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 hauptsichlich in
den Capillaren anzutreffen. Beriicksichtigt man, daB, wie die quanti-
tative Analyse ergeben hat, in 1 g Leber-Trockensubstanz durchschnitt-
lich 0,8 mg Kupfer enthalten sind, so ergibt sich fiir die in einem Schnitt
vorhandene Kupfermenge etwa 0,5—1 pg. Ts ist das immerhin eine
recht giinstige Empfindlichkeit, die allerdings die von Brunswik gefor-
derte nicht erreicht. Eingehende Versuche, die Empfindlichkeit zu
steigern, um auch peroral eingefithrtes oder sogar das normalerweise
vorhandene Kupfer dem histochemischen Nachweis zuginglich zu
machen, sind zur Zeit am Institut fiir gerichtliche Medizin im Gange.

Das Zinn gehort ebenfalls zu der Gruppe von Schwermetallen, die
normalerweise im Organismus in geringen Mengen vorkommen (Hammer-
sten, Oppenhesmer). Nach der Mitteilung von Misk findet es sich ziem-
lich in allen Organen, besonders aber in der Leber, etwa 3—4 cg pro
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100 g ,,Eingeweide’*. Es ist das also ungefshr ebenso viel wie die normale
Zinkmenge des Organismus. Auflerdem wird man; wenn auch in seltenen
Fallen, in Organen von einer Vergiftung herrithrendes Zinn -vorfinden.
Denn die frither geleugnete Moglichkeit einer Zinnvergiftung, besonders
bei GenuBl von Nahrungsmitteln, die in verzinnten ‘Weillblechdosen
konserviert waren, ist jetzt allgemein .anerkannt (Eckardt, Gadamer,
Jarwinen, Ungar und Bodlinder, Vaubel u. a.). Hanzlik und Presho
erklaren sogar das Zinn fiir das giftigste der Schwermetalle, und Jolles
berichtet iiber eine Zinnvergiftung angeblich nach Tragen von mit Zinn
beschwerten Seidenstriimpfen.

Eine groBlere Anzahl von Versuchstieren wurde mlt Zmnverbm-
dungen, teils intravends gespritzt, teils gefiittert. Zur Verwendung
gelangte einmal Stannotartrat (hergestellt nach Schiff). Die Analyse
des verwendeten Tartrats ergab 46,9%/, Zinn (Theor. 44,4%). Als vier-
wertige Zinnverbindung wurde Zinnsiure benutzt (hergestellt nach
Graham), die auf 1 Kubikzentimeter des Sols 20 mg Zinn enthielt, Ver-
wendet wurde entweder das Sol oder das aus diesem durch einen Tropfen
verdiinnte Salzsdure ausgefillte Gel. Beide Zinnverbindungen in Blutadern
eingespritzt waren an den ungefirbten und an den mit Himatoxylin-
Eosin gefirbten Gefrier- oder Paraffinschnitten noch deutlich zu er-
kennen, das Tartrat als feine, in Thromben eingebettete Krystalle;. die
Zinnsiure, besonders das Gel, als homogene, die Geféfle zum Teil voll-
stindig ausfilllende Masse..

Im Anschluf} an die Einspritzung hatten smh in der Leber stets mehr
oder weniger umfangreiche andmische. bis nekrotische Gebiete aus-
gebildet.

Von 5 gespritzten Tleren starben 3 (140,45 und 39,4 mg auf 1 kg Korpergewicht)
an solchen ausgedehnten Nekrosen nach lingstens 48 Stunden. Die beiden anderen
Tiere (je 10 mg Zinn auf 1 kg Koérpergewicht) wurden nach 14 Tagen durch
Nackenschlag getdtet. Nur 2 Tiere gingen an Zinnvergiftung (Unruhe, atypische,
meist grobe klonische Krimpfe) zugrunde, das eine nach subkutaner Einspritzung
von Y/, g Stannotartrat (400 mg Zinn auf 1 kg), das andere nach einer 10 Tage
dauernden Fiitterung mit insgesamt 72 ccm Zinnsaure = 2880 mg Zinn auf 1 kg.
Nach subkutaner Einspritzung von 120 bzw. 150 mg Zinn in 2- bzw. 4-wertiger
Form auf 1 kg Kérpergewicht zeigten die Tiere keine Krankheitserscheinungen.

Fiir die histochemische Untersuchung kommen in der Hauptsache
zwei Wege in Betracht: Einmal unter Ausniitzung der Eigenschaft der
Zinnsalze, Farblacke zu bilden und andererseits mittels der Additions-
féhigkeit der Zinnverbindungen. Die zur Farblackbildung am meisten
geeigneten Farbstoffe ergeben sich aus Becher, Bottler und Ullmann. Ks
handelt sich vorwiegend um Anthrachinonderivate. Gepriift wurden
Alizaringelb, -griin, -rot, -blau, -blauschwarz, ferner OX'ya,nthraJrufin,
Mono- und Dichloralizarin, Phenosafranin! und Purpurin, sowie das

1 Hs sei hier nebenbei mit Christeller wieder auf das Phenosafranin als Kern-

farbstoff hingewiesen. Es liefert Farbungen von groBer Klarheit und Durchsichtig-
keit.
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von Koksaku und Jokoyama angegebene - alizarinsulfosaure Natrium.
Weiterhin wurden 2 Azofarbstoffe, das Azogallein und das Azoehromin,
die als Sulfosiuren stark beizenziehend sind, untersucht. Es ergibt sich,
daf in vitro simtliche Farbstoffe mit den in Frage stehenden Zinnver-
bindungen aus wisseriger oder alkoholischer Lésung leuchtende Lacke
bilden. Hingegen firben sich im Priparat die in den GefdBen noch un-
verdndert erhaltenen Stannotartratkrystalle und Zinnsiurepfrépfe nur
zuweilen. Aus unbekannten OGriinden ist trotz stundenlanger Ein-
wirkungsdauer, Erhohung der Temperatur usw. ein sicheres Auftreten
der Farbung der noch nicht ins Gewebe eingedrungenen Verbindungen-
nicht zu erreichen. Die besten Ergebnisse liefert eine alkoholische Pur-
purintésung. - Auch das vom Gewebe aufgenommene Zinn hat sich mittels
Farblackbildung nicht eindeutig nachweisen lassen, da immer eine dif-
fuse Plasmafirbung auftritt, die auf eine Lackbildung mit den ja in
groBen Mengen vorhandenen Eisen- und Calciumsalzen zuriickzufiihren
ist. Rinzig wieder das Pupurin in konzentrierter alkoholischer Lésung
zeigt bei einer Einwirkungsdauer von etwa 30 Minuten einigermafen
klare Ergebnisse. Es erscheinen hierbei die mutmaBlich mit Zinn durch-
drungenen Gewebsteile um die Zentralvene herum stirker und dunkler
gefirbt. Die Ergebnisse sind aber so unsicher, die Firbungen so ver-
schiedenartig in bezug auf Stirke und Verteilung, da8 sichere Schliisse
aus diesem Verfahren nicht gezogen werden kénnen. Nach Entfernung
des Eisens durch 1°/jige Oxalsiure und des Calciums durch ganz ver-
diinnte Salzsdure gelingt es zwar, die diffuse Firbung des Gewebes zu
vermeiden, es gehen aber die Zinnverbindungen mit der Salzsiure in
Losung und werden dadurch einem Nachweis entzogen. Es 1aBt sich
also das Zinn mittels beizeénziehender Farbstoffe bis jetzt micht nach-
weisen. ' :

Auch die andere wichtige Eigenschaft der Zinnverbindungen, ihre
Additionsfihigkeit, wurde zur histochemischen Darstellung herangezogen.
Das Zinn liegt, wenn es vom Organismus aufgenommen worden ist, héchst
wahrscheinlich in 4.wertiger Form vor. Es ergibt sich das 1. aus den
stark oxydierenden Eigenschaften der Gewebe und 2. aus der Tatsache,
daB reduzierende Bestandteile im Schnitt nach Einspritzung von Zinn-
verbindungen fehlen (keine Reduktion von Sublimat zu metallischem
Quecksilber oder von Fehlingscher Losung). Es wurde nun versucht,
durch Anlagerung von Zinnchloriir eine Stanni-Stannoverbindung zu
erzielen, die ihrerseits nun reduzierend auf eine Goldsalzlésung ein-
wirken sollte. Es stellt sich aber heraus, daB nach Behandlung mit
10%iger Zinnchloriirlgsung trotz nachfolgendem ausgiebigen Auswaschen
in destilliertem Wasser aus einer schwachen Auronatriumchloridlgsung
iiberall im Gewebe metallisches Gold in Form anfangs rétlicher, spiter
schwarzvioletter Niederschlige ausgefillt wird. Ein Auswaschen des
etwa vorhandenen iiberschiissigen Zinnchloriirs mit ganz verdiinnter
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Salzsdure (3 Tropfen konzentrierter HCl auf 1 Reagensglas Wasser)
entfernt gleichzeitig auch das Zinnchloriir, das an die vorhandene Zinn-
verbindung angelagert war, so dal tberhaupt keine Reduktion mehr
stattfindet. Andererseits fithrt eine Verdimnung der Goldsalzlésung
auf 1:1000—1: 10 000 zu dem gleichen negativen Ergebnis wie mit der
konzentrierten Losung.

Nachdem die Anlagerung von Zinnchloriir zu keinem brauchbaren
Ergebnis gefithrt hat, wurde eine weitere Addition, die der Phosphor-
sdure, zum Nachweis herangezogen. Durch die Anlagerung von Molyb-
dinsiure an die Phosphorsiure und nachfolgende Reduktion hétte
Molybddnblau entstehen sollen. Es gelang dies nicht, da anscheinend
verwickeltere Methoden als einfaches Einlegen der Schnitte in die
Fliissigkeit nétig sind, um die Phosphorsidure zur Anlagerung an das
Zinn zu veranlassen. AuBer den beschriebenen wurde noch ein von
Behrens, Cohen (in Abeggs Handbuch) und bei Gmelin-Kraut angegebenes
Verfahren, die Bildung von Cédsiumchlorostannat mit nachfolgender
Gelbfirbung mit Jodkali, untersucht, auch dies ohne Erfolg.

Es ist also bisher nicht gelungen, einen brauchbaren histochemischen
Nachweis fiir Zinn zu finden. Untersuchungen in dieser Richtung,
besonders auf dem Wege der Farblackbildung, der am aussichtsreichsten
erscheint, unter Umstinden nach Behandlung mit Halogenen (vgl.
unten), sind am Institut fiic gerichtliche Medizin im Gange.

Das erste und bis jetzt einzige unter den im Organismus normaler-
weise vorkommenden Schwermetallen, dessen histochemischer Nachweis
einwandfrei gegliickt ist, ist das Hisen. Als erster wies es Perls im Jahre
1866 als Berlinerblan nach, bald nachher, 1868, Quincke mittels Schwefel-
ammon. Seitdem sind iiber dieses Gebiet auBerordentlich viel Arbeiten
erschienen (Abderhalden, Bunge, Gibson, Huek, Jakobi, Kunkel, Lubavin,
Macallum, Minkowski und Naunyn, C. Miller, Stender, M. B. Schmidt,
Neumann, Schneider, Zaleski und viele andere). Die erste grofe Zu-
sammenfassung wurde im Jahre 1908 von Macallum als Hauptteil seiner
Arbeit ,,Mikrochemie in der biologischen Forschung® gegeben. Als
zweiter hat Hueck in seinen ,,Pigmentstudien‘* (1912) sowie im Hand-
buch der Aligemeinen Pathologie von Krehl und Marchand (1921)
die Probleme des Eisennachweises eingehend erértert. 1923 hat dann
R. Schneider noch einmal einen Berichi iiber die in Frage stehenden
Verfahren gegeben. Sonst sind seit den Hueckschen Arbeiten nur kleinere
Berichte verstfentlicht worden (Boecker, Lauda und Haam, Stoeltzner,
Wiener u. e. a.).

Bemerkenswert ist, daB seit Perls und Quincke kein grundséitzlich
neues Verfahren des Eisennachweises zur Anwendung gelangte. Mit
geringen Abinderungen wurden immer wieder das Schwefelammon
bzw. die Berlinerblaureaktion herangezogen. Die Ansichten dariiber,
welche von beiden Proben die vorteilhaftere ist, sind sehr verschieden.
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Da es zu weit fithren wiirde, die Stellungnahme der einzelnen Autoren
hier ausfithrlich zu erdrtern, sei auf die Zusammenfassung bei Hueck
und die Originale verwiesen.

Fiir diese Arbeit wichtig ist Folgendes: Schon sehr bald hat man
gefunden, daBl es im Organismus Verbindungen gibt, die zwar einwand-
frei auf Grund der mikrochemischen Bestimmung Eisen enthalten, es
aber histochemisch nicht oder nicht sofort nachweisen Ilassen. Der
Hauptvertreter dieser Verbindungen ist das Hémoglobin, ferner das
Hamatogen (Bunge), das Hepatin (Zaleski) und das Ferratin (Schmiede-
berg). Lubavin fand in der Milch Eisen, das nur durch Veraschen nach-
weisbar war, und M. B. Schmids und andere glauben, dal es eisenhaltige
Pigmente gibt, die histochemisch keine Eisenreaktion erkennen lassen.
Auch Hueck kommt zu dem Ergebnis, dal ein Fisengehalt von weniger
als 50 mg auf 100 g Leber-Trockensubstanz eine positive Eisenreak-
tion ausschlieBt, obwohl er eine eigentliche ,,Phanerose’‘ des Eisens
ablehnt. Uber den Grund, warum ein Teil des Eisens histochemisch
nicht greifbar ist, herrschen in der Hauptsache drei Ansichten (E. Meyer).
Einmal wird angenommen, das Eisen sei fest organisch gebunden, z. B.
an Eiweil — Typus Hamoglobin — (Neumeister-Zaleski). Macallum
meint, das Eisen finde sich in der Form

g> Fe — Fe {8 oder 8> Fe —TFe <g
vor. Andere glauben, daBl es sich nur um eine lockere komplexartige
organische Bindung handele, in der das Eisenatom infolge seiner
Stellung nicht reaktionsfahig sei, etwa nach Art des Ferri- oder Ferro-
cyankali (Bunge, Schmiedeberg, Wiener). Drittens gilt die Ansicht
(Abderhalden, Hueck), daB das Eisen in anorganischer Bindung vorliege,
aber wegen seines besonderen kolloidalen Zustandes nicht nachweisbar sei.

Fiir dieses nicht oder wenigstens nicht sofort greifbare Eisen wurde von
Molisch der Ausdruck ,,maskiert‘‘ eingefithrt und von Hueck, Macallum,
C. Miller, Wiener u. a. iibernommen. Boecker schligt die Bezeichnung
»blockiert™ vor. Da es aber vorldufig noch nicht méglich scheint, ein
sicheres Urteil abzugeben, ob eine organische oder anorganische Bindung
des Eisens vorliegt, ob das Nichtreagieren auf der Art der Bindung oder
dem Aggregatzustand beruht, empfiehlt es sich wohl, eine méoglichst
indifferente Benennung zu verwenden. Es sei daher der Ausdruck
»0kkultes Eisen* vorgeschiagen, weil damit, auch fiir den Chemiker,
nicht im geringsten der Eindruck einer bestimmten Konstitution ver-
bunden ist.

Es hat an Versuchen, dieses okkulte Eisen dem Nachweis zuginglich
zu machen, keineswegs gefehlt. Molisch versucht durch Behandlung
mit Kaliumhydrat das okkulte Eisen frei zu machen, findet aber ebenso
wie (. Miller Eisen in seinen Reagenzien. R. Schneider kann okkultes
Eisen nach Hérten mit Chromacetatmischungen feststellen. Qibson nach
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Behandlung mit Schwefelsdure- und Schwefeligsiureanhydrid, Brown
nach Einwirkung von H,0,. Macallum findet, daB die verschiedensten
Reagenzien, Einfach-Schwefelammon (Hall),  Ferrocyankali und Salz-
sdure, iiberhaupt Sduren, falls sie nicht das Eisen extrahieren, ja sogar
zufallige ,,Unreinheiten’’ der Konservierungsfliissigkeiten, besonders des
Alkohols, das Kisen zuginglich machen kénnen. Ebenso wirke auch
das Bungesche Reagens (96°/, Alkohol — 259/, HCl im Verhiltnis 9:1),
obwohl das nach Bunges Absicht gerade das okkulte Eisen nicht an-
greifen sollte. Macallum selbst legh seine Schnitte tage- bis wochenlang
in - eine Mischung von Einfach-Schwefelammon und Glycerin bei 60°.

Auch Hueck, der sich offenbar gegeniiber okkultem Eisen ablehnend
verhilt, glaubt, daff durch einen UberschuB an Salzséure bei der Ber-
linerblau-Reaktion eine Art ,,Tonisierung‘‘ eintritt. Er zieht das Schwefel-
ammon als Reagens vor, verwandelt aber nachtriglich das Eisensulfid
mit Ferricyankali und Salzsiure in Turnbullsblau. Niskimura, dessen
Arbeit zu gleicher Zeit erschien, fithrt das Eisensulfid in Berlinerblan
iber. Eine Besprechung der Kritiken, die das besonders nach Macallums
Methode gefundene Eisen als 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, dafl sie zu
Fehlergebnissen niemals fithren kénnen.

Es ist sehr schwer nachzupriifen, inwieweit mit einem dieser Ver-
fahren wirklich okkultes Eisen frei gemacht werden kann. Sicher ist
aber, daB ihnen immer noch grofie Mangel anhaften, denn z. B. aus dem
Himoglobin hat man bis vor kurzem das Eisen dem histochemischen
Nachweis nicht zuginglich machen kénnen. Das ist erst in neuester
Zeit gelungen. Im ,,Praktikum der Histochemie® von Klein, Auflage
1929, S. 65, findet sich eine kurze Bemerkung, die ihrer Wichtigkeit
wegen wortlich angefiihrt werden soll: ,,Der Nachweis des organisch
gebundenen, also des gesamien Fe gelingt eindeutiy nur nach Veraschung . . .

Nur im Blut ist es uns gelungen, das im Hdamoglobin organisch gebun-
dene Eisen ohne Veraschuny nachzuweisen. Salzsaures Hdmatin, Hdmo-
globin und intaktes Blut geben bei vorsichtigem Hantieren direki keine
Berlinerblaureaktion. *Legt man aber eine Spur dieser Stoffe oder einen
Blutousstrich auf dem Objekttrager iiber den Hals einer Bromflasche (etwa
1 Stinde) und macht dann die Reaktion, so tritt die Berlinerblaufdrbung
annéhernd so siork auf wie nach dem Veraschen der gleichen Stoffmengen
(noch nicht verdffentlicht)**. Auf diese kurze Mitteilung griinden sich die
folgenden Untersuchungen.

Als Testobjekte wurden zunichst einmal Blutausstriche nach dem
iiblichen Verfahren hergestellt. Sie sind fiir diesen Zweck sehr geeiznet,
da sie Bisen nur in okkulter Form enthalten, und da die sehr empfind-
lichen roten Blutkorperchen durch Formverdnderung oder vollkommene
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Auflésung anzeigen, ob Reagenzien zu stark zerstorend auf Gewebs-
bestandteile einwirken.

Weiterhin wurden die Versuche an in Formalin oder Alkohol gehér-
teten Leberpriparaten — meist Gefrier-, aber auch Paraffinschnitte —
fortgesetzt. Es stand zur Verfiigung die Leber eines an Kranzschlagader-
verengung verstorbenen 60jihrigen Mannes, die keine Stauungserschei-
nungen zeigte, und die véllig normale Leber eines an Kohlenoxydver-
giftung zugrunde gegangenen 35jihrigen. Die von Hueck fiir derartige
Untersuchungen fiir unbedingt notig gehaltene Entblutung konnte leider
an dem gegebenen Material nicht ausgefithrt werden, denn infolge der
sommerlichen Hitze zeigten die Leichen alle mehr oder weniger starke
Faulniserscheinungen, so daB eine Ausschwemmung von Kisen zu
beftirchten war. Es wurden daher die an den menschlichen Lebern
gewonnenen Ergebnisse an einer mit 3 Liter eisenfreiem Aqua redestillata
durchgespiilten frischen Meerschweinchenleber nachgepriift. Da die
Ergebnisse vollkommen iibereinstimmten, sind dieser Arbeit die Fr-
gebnisse an nicht entbluteten Menschenlebern zugrunde gelégt worden.

' Die Lebern wurden zunichst unverindert untersucht. AuBerdem
wurde die eine etwa 20 Minuten mit verdiimnter Salzsiure gekocht bzw.
24 Stunden lang bei einer Temperatur von 60° damit. behandelt, so da
histochemisch mit der Schwefelammon- und der Berlinerblauprobe kein
Eisen mehr nachzuweisen war. ‘

Die quantitative Untersuchung wurde nach dem Verfahren von Edhmann und
Steinitz ausgefithrt. (Veraschung der organischen Substanz, Fallen mit Schwefel-
ammon, Kalinmbisulfatschmelze zum Aufschlielen etwa entstandenen Eisenoxyds,
Reduktion mit Zinkstabchen, Titration mit Xaliumpermanganatlosung). -

Nach angestellten Leerbestimmungen enthielten die Reagentien in
den gebrauchten Mengen einschlieBlich des Spilwassers 0,0013 mg Fe.
Dieser Wert, der etwa /54, der bei der Analyse gefundenen Eisenmenge
betrigt, wurde vom Ergebnis abgezogen. - :

Die quantitative Untersuchung, die nur an der Leber des an Coronar-
stenose verstorbenen Mannes ausgefithrt wurde, ergab in verschiedenen
Teilen 47,56 mg Eisen auf 100 g Leber Trockensubstanz (0,4431 mg Fe
auf 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
von Bielefeld, v. Lingen und Hueck, durchaus normal sind. Die
Mengenbestimmung an einem in Salzsiure gekochten Stiick Leber, die
histochemisch 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 von Hueck noch als histochemisch greifbar
angegebenen Wert. Es bhandelt sich hier also um okkultes Kisen.

Zum histochemischen Nachweise des okkulten Eisens wurde im An-
schiuB an die FErgebnisse von Klein mit Blutausstrichen versucht,
dieses oder ein ahnliches Verfahren auf Organpriparate zu iibertragen.

Virchows Archiv. Bd. 277. 56
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Um eine Einschleppung von Eisen zu vermeiden, bestanden die Instru-
mente, mit denen die Schnitte aus den Fliissigkeiten tibertragen werden,
nach Moglichkeit aus Glas. War ein Anfassen mit einer Pinzette micht
zu umgehen, so diente dazu eine Platinspitzenpinzette. Aus den Rea-
gentien war ein Eindringen von HEisen in die Schnitte nicht zu befiirchten.
Denn die Mengen der verwendeten Flissigkeiten wurden so gering
bemessen, dal ein nennenswerter Eisengehalt nicht mehr in Frage kam.
Als Spiilwasser wurde trotzdem vorsichtshalber frisch bereitetes redestil-
liertes Wasser benutzt.

Zunidchst lieB sich feststellen, dafl tatséichlich nach Behandlung mit
Bromdimpfen in Blutausstrichen eine Kisenreaktion, besonders schén
mit Berlinerblau, zu erzielen ist. Morphologische Einzelheiten sind aber
dann nicht mehr zu erkennen, die Struktur der Blutkérperchen wird
durch die eingreifende Wirkung des Broms vollkommen zerstort. Es
wurden nun Lebergefrierschnitte auf einen Objekttrager aufgezogen
und noch feucht in ein Glas mit eingeschliffenem Deckel gestellt, auf
dessen Boden etwas fliissiges Brom sich befand. In dieser Bromatmo-
sphére wurden die Priparate bis zu 30 Minuten belassen, dann mit Wasser
vorsichtig abgespiilt und gewartet, bis das Brom vollkommen verdampft
war, was sich an der nunmehr schneeweillen Farbe des Schnittes zu
erkennen gibt. AnschlieBend wurde die-Schwefelammon-, die Berliner-
blau- und die kombinierte Turnbulls-Blau-Reaktion ausgefithrt. Kon-
serviert wurden die Schnitte nach Abtupfen mit FlieBpapier in Glycerin,
da sich herausgestellt hat, dafi das Berlinerblau von Canadabalsam
aufgenommen wird.

Die Ergebnisse sind folgende: Normale Leber gibt deutliche und
schéne Eisenreaktion. Ein Vergleich mit nicht bromierter Leber zeigt
einwandfrei eine verstirkte und stirker ausgebreitete Reaktion, die auch
im Farbton merkbar dichter ist. Leber, die eines groBen Teils ihres
Eisens durch Kochen mit Salzsidure beraubt ist, und die ohne Vorbehand-
lung mit Brom nicht eine Spur Eisen erkennen li8t, auch nicht bei
~ stundenlanger Einwirkung des Schwefelammons, weist nach Bromierung
eine deutliche, wenn auch etwas schwichere Eisenfirbung auf. Es ist
damit also der Beweis geliefert, daBl eine Bromierung okkultes Eisen
auch in Organpriparaten dem histochemischen Nachweis zugiinglich
macht. Der Ausfall der Eisenreaktion wird durch diese Vorbehandlung
zweifellos gesteigert, bzw. iiberhaupt erst erméglicht, es hat aber die
Brombehandlung einen wesentlichen Nachteil: Die Gewebe werden
nédmlich verhéltnismiBig stark angegriffen. Das Parenchym erscheint
eigentiimlich aufgequollen, etwa vergleichbar dem Bilde, das eine schon
ziemlich angefaulte Leber gibt. Der Zellinhalt ist kérnig oder schlierig
getritbt und die Zellgrenzen sind verwaschen. Am besten widersteht
den schidigenden Einfliissen das Bindegewebe.

Aus der Annahme heraus, dafl die anderen Halogene nicht so stark
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zerstérend auf die Gewebe wirken, wie das Brom, wurde anschlieBend zu-
nichst ein Versuch mit Jod gemacht, teils in Dampfform, teils in methyl-
alkoholischer Losung. Es ergibt sich dabei aber, dall durch Joddampfe
sowohl Blutpriparate als Organpriaparate eine stark braungelbe
Firbung annehmen, die zihe festgehalten wird und weder durch Liegen
an der Luft noch durch Losungsmittel, wie Alkohol, ausgezogen werden
kann. Eine positive Eisenreaktion wird durch diese Farbung vollkommen
iiberdeckt. Neben diesem Ubelstand trat bei Priparaten, die etwa
20 Minuten in methylalkoholische Jodlosung eingelegt wurden, der Ver-
dacht auf, daf ein Teil des gebildeten Eisenjodids im Methylalkohol in
Lésung ginge. Das bestitigte sich durch einen positiven Eisennachweis
in dem jodhaltigen Alkohol.

Es galt also nun, ein Halogen zu verwenden, das die Gewebe nicht
angreift, ihnen keine starke Farbung verleiht und in einer Form an die
Praparate herangebracht werden kann, daBl keine Losung des entstan-
denen Halogenid eintritt. Hs wurde daher eine Behandlung mit zunéchst
gasformigem Chlor vorgenommen. Sie hatte das iiberraschende Ergebnis,
daf sogar die doch so empfindlichen roten Blutkérperchen vollkommen
unveréndert erhalten blieben. Lebergewebe wird ebenfalls nicht an-
gegriffen, die Bilder gleichen nach Himatoxylin-Eosin-Farbung voll-
kommen denen, die man bei gewohnlicher histologischer Untersuchung
erhélt. Das Arbeiten mit gasformigem Chlor ist aber umsténdlich, zeit-
raubend und unter Umstdnden nicht ganz ungefdhrlich. Verwendet
man Tetrachlorkohlenstoff, der mit Chlor gesittigt ist, so vermeidet
man die Nachteile des Chlorgases. Eisenchlorid ist in dieser Fliissigkeit
unléslich, so dafl eine Lokalisationsverdnderung nicht zu befiirchten
ist. AuBerdem verdampft der Tetrachlorkohlenstoff in kurzer Zeit aus
dem Préiparat vollstindig, so daB sich ein Auswaschen mit Wasser er-
iibrigt, und daher eine damit verkniipfte Verschiebung des entstandenen
Eisenchlorids nicht in Frage kommt.

Die Behandlung der Schnitte gestaltet sich nun folgendermafen:

Von den in Formalin oder Alkohol gehirteten Organen werden auf die iibliche
Weise Gefrier- oder Paraffinschnitte angefertigt. Paraffinschnitte werden dann
mit Xylol und Alkohol behandelt, Gefiierschnitte sofort in Alkohol entwissert.
Die Schnitte werden auf der Oberfliche des mit gasférmigem Chlor gesittigten
Tetrachlorkohlenstoff schwimmen gelassen. Die Ubertragung geschicht mit Glas-
oder Platinspatel und Glasnadel bzw. bei aufgezogenen Schnitten mit Platin-
spitzenpinzette. Nachdem das Chlor etwa 20 Minuten eingewirkt 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
mit Flissigkeiten nicht mehr in Berithrung. AnschlieBend wird dann sofort eine
Eisenreaktion ausgefiihrt. Als Gegenfirbung kann man z. B. Bismarckbraun,
Phenosafranin oder #hnliches anwenden.

Die nach dieser Methode erhaltenen Eisenfirbungen entsprechen in
ihrem Verhalten zu okkultem Kisen vollkommen denen, die nach vor-
angegangener Bromierung erhalten werden. FEine regelmafig wieder-

56*
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kehrende histochemische Eisenreaktion in der mit Salzsfiure bis zum
Verschwinden des iiblichen Eisennachweises gekochten Leber beweist,
daB auch mit Chlor okkultes Eisen zuginglich gemacht wird. Die ent-
stehenden mikroskopischen Bilder zeichnen sich — was eigens hervor-
gehoben werden soll — durch iiberraschende Klarheit und Schénheit
ausl. Ganz besonders aber ist das Chlorierungsverfahren auflerordentlich
giinstig, da durch das Chlor die Gewebe nicht im geringsten angegriffen
oder geschidigt werden, es wird nicht einmal der Bau der zarten
roten Blutkorperchen gestort. Ein dritter und sehr wesentlicher Vorteil
des geschilderten Verfahrens beruht darin, daf nach der Uberfithrung
des Eisens in das Chlorid keine Waschfliissigkeit mehr auf das Priparat
einzuwirken braucht, durch die unter Umsténden ein Teil des Halogenids
gelost werden kénnte. Dadurch wird eine Lokalisationsinderung des
Fisens, falls sie nicht durch die eigentliche Eisenreaktion stattfindet,
unbedingt vermieden. Welch groBler Wert darin liegt, daB keine Ver-
schiebung des nachzuweisenden Metalles eintritt, darauf ist schon in der
Einleitung hingewiesen worden.

Eine Lokalisationsverdnderung des Eisens kann also nach voran-
gegangener Behandlung mit chlorhaltigem Tetrachlorkohlenstoff nur
noch durch die Einwirkung der Eisenreagenzien stattfinden. Zunichst
wurden angewandt die gewdhnliche Schwefelammonprobe und deren
Erweiterung nach Hueck (Uberfuhrung des Schwefeleisens durch Behand-
lung mit Ferricyankali und Salzsiure in Turnbulls-Blau). AuBerdem
wurde die gewdhnliche Berlinerblaureaktion mit Ferrocyankali und
Salzsiure ausgefithrt. Von der Stoelznerschen Abanderung, der Ferro-
und Ferricyankali verwendet, war aus naheliegenden Griinden kein
besserer Erfolg zu erwarten. Hbensowenig von dem Verfahren von
Nishimura, der mit Schwefelammon gefilltes Schwefeleisen in Ber-
linerblau iiberfiihrt und das fiir besser hilt als die Turnbulls-Blau-
Reaktion.

Der Vergleich von mit Schwefelammon und Ferrocyankali behan-
delten Priparaten hat ein bemerkenswertes Ergebnis: Es stellt sich heraus,
daB das als Berlinerblau nachgewiesene Eisen diffus in den Zellen vor-
handen ist. Der Grad der Blaufirbung ist verschieden, je nachdem wo
die Zelle liegt. Im Gebiet um die Zentralvene herum ist die Reaktion
starker als an den Réndern, wo sogar eisenfreie Zellen anzutreffen sind.
Aber in der einzelnen Zelle liegt eine gleichmaBige Farbung vor. Im
Gegensatz dazu tritt nach Behandlung mit Schwefelammon ein korniger
Niederschlag auf. Gibt man dann noch Ferricyankali und Salzséure
zu, so farbt sich der Niederschlag blau, und auflerdem tritt auch hier
eine diffuse Blaufirbung von verschiedener Stérke in den einzelnen
Zellen auf.

I Fir die Untersuchungen kam ein von der Notgemeinschaft der deutschen
Wissenschaft zur Verfiigung gestelltes modernes Zeiss-Mikroskop zur Verwendung.
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Es ist nun wichtig, festzustellen, welche Reaktion die natiirlichen
Verhiltnisse besser wiedergibt. Hueck hilt zwar die Berlinerblau-Reaktion
fiir ungenau inbezug auf die Menge des erfafiten Kisens, es sei das
Verhéltnis von Ferrocyankali und Salzsiure wichtig. Dieser Einwand
wird aber hinfillig bei mit Chlor behandelten Préparaten; denn als
Halogenid ist das Eisen unter allen Umsténden vollstindig als Ber-
linerblau nachweisbar. Es ist also die Berlinerblau-Reaktion bei chlo-
rierten Préparaten der Schwefelammon-Reaktion zundchst einmal
durchaus gleichwertig. Versetzt man nun eine Eisensalzlésung, in der
das Eisen in einer Verdiinnung von 1:10 000 000 oder 1:100 000 000
enthalten ist, im Reagensglas einerseits mit Schwefelammon, anderer-
seits mit Ferrocyankali und Salzséure, so wird man finden, daf selbst
in dieser groflen Verdiinnung Schwefeleisen als Niederschlag ausfillt,
wihrend die Bildung von Berlinerblau sich nur durch eine Blaufirbung
der Fliissigkeit kundgibt. Demnach scheint die Schwefelammonprobe,
die das nachzuweisende Metall ausfillt, ungeeigneter zu sein, als eine,
die nur auf einem Farbumschlag beruht. Es soll natiirlich damit nicht
geleugnet sein, dall Eisen auch primér in Pigmentkoérnchen vorhanden
ist, wo es dann auch histochemisch in Koérnchenform nachgewiesen
wird. Aber zum Nachweis des im Plasma kolloid .oder anders gelSsten
Eisens ist die Berlinerblauprobe sicher geeigneter, da sie nicht wie das
Schwefelammon zum mindesten einen Teil des Eisens zu Koérnchen,
also zu Artefakten, zusammenzieht.

Aber auch gegen die Berlinerblau-Probe ist, trotzdem sie sich zwelfel-
los als recht brauchbar erweist, der Einwand zu erheben, dafl durch die
Behandlung mit Salzsdure sicher ein Teil des Eisens bzw. des Eisen-
chlorids in Lésung gebracht wird. Wenn es sich auch nur um sehr geringe
Mengen handeln kann, so wird doch dabei eine Verschiebung in der
Lagerung des Eisens unvermeidlich sein. Nur bei Verwendung gas-
férmiger Reagentien ist, wie oben ausgefiihrt, eine wirklich naturgetreue
Wiedergabe der Lagerung moglich (Liesegang). Tatsichlich ist ein
solches gasférmiges Reagens auf Eisen bekannt, nimlich der Rhodan-
Wasserstoff. Es ist aber, was auch Hueck bedauert, bis jetzt noch nicht
gelungen, die Rhodanprobe in die Histochemie einzufithren. »

Die Griinde fiir das Versagen der Rhodanprobe an histologischen
Schritten sind darin zu suchen, daB das Eisen in zu verwickelter Form
vorliegt, ‘wihrend Rhodaneisen sich nur aus einfachen dreiwertigen
Eisenverbindungen bildet. Es muB daher gelingen, die Vorteile des
Rhodanwasserstoffes gegeniiber den anderen Kisenreagentien auch
histochemisch auszuwerten, sobald es moglich ist, eine einfache drei-
wertige Eisenverbindung als Grundlage der Reaktion herzustellen.
Diese Uberfiihrung des verwickelt gebundenen Gewebseisens in die
reaktionsfihige Form gelingt durch die Vorbehandlung der Schnitte
mit Chlor. Derartig chlorierte Priparate geben mit Rhodanwasser-
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stoffgas eine kriftige Eisenreaktion. Das Rhodaneisen, das in Form
einer leuchtend roten und gut durchscheinenden Farbe entsteht, liefert
schone mikroskopische Bilder und 148t die Lokalisation des Eisens
zweifelsfrei erkennen.

Das histochemische Verfahren ist sehr einfach:

Die Schnitte werden auf die angegebene Weise mit chlorhaltigem Tetrachlor-
kohlenstoff behandelt. Sowie der Tetrachlorkohlenstoff verdampft ist, werden
sie sofort dem Rhodanwasserstoff ausgesetzt. Am besten legt man den Objekttriger
oder das Deckglas, auf dem sie aufgezogen sind, umgekehrt iiber ein Blockschilchen,
in dem aus Rhodankali und Salzsiure der Rhodanwasserstoff entwickelt wird.
In ganz kurzer Zeit tritt die stark rote Farbe des Rhodaneisens in Erscheinurg.
Die mikroskopische Untersuchung erfolgt nach Einschlu8 der Priparate in Glycerin.
Leider beginnt die rote Farbung nach einigen Minuten abzublassen und verschwindet
nach etwa 10 Minuten vollstindig. Durch erneute Einwirkung von Rhodanwasser-
stoff kann sie wieder, wenn auch nicht in derselben Stirke, hervorgerufen werden.
Ein drittes Mal 1a8t sich im allgemeinen die Reaktion nicht mehr erzielen. Da es
bis jetzt noch nicht gelungen ist, die Farbung der Schnitte bleibend zu erhalten,
sind die mit Rhodanwasserstoff gewonnenen Priparate zur Konservierung nicht
geeignet.

Die groBen Vorteile der Rhodanprobe auf histochemischem Gebiet
liegen in Folgendem: Zundchst wird unbedingt jegliche Lokalisations-
verinderung des Eisens im Verlaufe der Behandlung vermieden. Keine
Fliissigkeit, in der das gebildete Hisenchlorid léslich ist, kommt mit
dem Priparat in Beriihrung. Der zweite wesentliche Vorzug liegt darin,
daB die Erfassungsgrenze bei der Rhodanprobe noch bedeutend niedriger
liegt als beim Berlinerblau. Nach Riidisile ist die Erfassungsgrenze fir
die Berlinerblaureaktion 0,07 ug Hisen, wihrend Emich und Donau
fir die Rhodanprobe den Wert von 0,0025 ug Eisen festgestellt haben.

Auf die ungeheuere Wichtigkeit, die darin liegt, die Erfassungsgrenze
fur ein Metall zu erhdhen, ist schon in der Einleitung eingehend hin-
gewiesen worden. Es soll hier nur soviel gesagt werden, daB durch die
Einfithrung der Rhodanprobe mit vorhergehender Chlorierung wegen
ihrer hohen Empfindlichkeit, wegen ihrer genauen Wiedergabe der
Lokalisation und wegen der Darstellung des okkulten Eisens neue Mog-
lichkeiten auf dem Gebiete der histochemischen Eisenforschung eréffnet
sind.

Zusammenfassung.

Die Untersuchungen tiiber histochemische Nachweise der Metalle
Blei, Kupfer, Zinn und Eisen zeigen folgende Ergebnisse:

1. Zum Nachweis von Blei ist das geeignete Reagens der Schwefel-
wasserstoff. Es gelingt aber nur der Nachweis von intravends ein-
gespritztem Blei. :

2. Kupfer wird ebenfalls am besten mit Schwefelwasserstoff nach-
gewiesen. Auch hier glickt der Nachweis nur an dem intravends
eingespritzten Metall.
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3. Ein befriedigender histochemischer Zinnachweis ist bis jetzt, auch
auf dem Wege der Farblackbildung, nicht gelungen.

4. Die seit langem gebréuchlichen histochemischen Eisenreaktionen
sind mangelhaft, weil sie die Lokalisation des Metalles verindern und
das okkulte Eisen nicht zur Darstellung bringen.

Durch Vorbehandlung mit chlorhaltigem Tetrachlorkohlenstoff
gelingt es einmal, die Lagerungsverhdltnisse des Kisens unverdndert
zu erhalten, andererseits wird dadurch das okkulte Eisen dem Nachweis
zugénglich gemacht. ;

AulBlerdem kann, was bis jetzt nicht méglich war, nach Chlorierung
die Rhodanprobe angewandt werden, die infolge ihrer besonderen Emp-
findlichkeit eine weitere Steigerung des histochemisch nachweisbaren
Eisens bedeutet.
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