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(Eingegangen am 18. August 1932.) 

In  der Forsehung nach dem Vorkommen, der Art  und der t~unktion 
der Porphyrine geh6ren die Untersuchungen tiber die auffallende Be- 
ziehung gewisser ,,natiirlicher" Porphyrine zum Knochensystem und 
anderen kalkhaltigen Organen mit zu den wichtigsten Aufgaben. Diese 
Beziehung zeigen woh] am eindrucksvollsten die Befunde an Knochen 
und Z/~hnen bei jener seltenen Erkrankung der menschlichen ange- 
borenen t)orphyrie. Auch bei Tieren kennen wir jetzt einen ~hnlichen 
Krankheitsvorgang;  bei der sog. Osteohs der Tiere (oder 
,,Tierochronose") konnte der im Skelet und Gebi6 abge]agerte Farb- 
stoff - -  erst in jtingster Zeit - -  einwandfrei als Porphyrin identifiziert 
werden. Wichtiger noch als diese loathologischen Befundc erscheinen die 
physiologischen Zusammenh/tnge zwischen dem Porphyrin und den 
genannten Geweben und Organen. Es darf jetzt Ms feststehend gelten, 
dab Porphyrin normMerweise, wenn auch nur in geringen nachweisbaren 
Mengen, in den Knochen und Z~hnen wachsender Tiere vorkommt.  
Ferner wurde Porphyrin in Schalen der Eier und ~useheln  und in anderen 
kalkhMtigen tierischen Organen naehgewiesen. Die physioIogischen 
PorThyrinbe/unde zeigen also einmM eine aul~er Zweifel s tehende Be- 
ziehung zum jugendlichen, noch nicht ausgereiften Skeletsystem, sie 
lassen zum anderen vermuten, da6 den porphyrischen FarbstoffkSrpern 
bei den Verkctlkungsvorgiingen des Organismus eiae besondere Rolle 
zufs Damit  t r i t t  die Frage nach der Bedeutung des Porphyrins bei den 
Wac/~stumsvorgiingen im Skelet in den Vordergrund des ganzen Aufgaben- 
kreises. 

1 Vgl. vorl~ufige Mitteilung. Klin. Wsehr. 10, 2036 (1931). 
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Eugen Fraenlcel 1 hat als orster versucht, am Tier din'oh Einvorleibung "con 
Porphyrin eine kiinstliche Porphyrie zu erzeugen und hicrbei vor allem die 
charak~eristische, sousgesprochone Elektivit~tt des Farbstoffes fiir Knoehengewobe 
unter Beweis zu stellen. Es gclang ihm durch Einspritzungen eines aus dem Ham 
des Porphyriokranken Pe~ry gewonnenen Porphyringemisches 1 eine Ablagerung 
des Farbstoffes im Skeletsystem der jugendlichen Versuchstiere zu erzielen. Je 
nach der I3gufigkeit nnd Menge der Einspritzungen waren die Knochen mehr odor 
weniger rot oder braunrot, die Zahnkronen bis kiischrot gefgrbt (das Knorpelgewebe 
und der Schmelz der Zahne waren farblos). An den ausgewachsenon Tieren konnte 
dagegon im Vorsuch keinerlei entsprechende Fgrbung -- abgesehen yon einor 
loichten T6nung des Gebisses -- festgestellt werden. Die Verwandtsehaft gerade 
zum jugendlichen, sich neubildenden Knochen ging noch deutlicher daraus hervor, 
dab Fraenkel im frischen Callusgewebe yon kiinstlich gosetzten Knochenbriichen 
oine Porphyiinablagerung auch bei ausgewaehsenen Tieren, deren ganzes iibriges 
Skolet nngef~rbt blieb, erreichte. 

Weitere Versuche mit Porphyrineinspritzungen wurden vor allem yon Hans 
Fischer und ant dessen Veranlassung in gr6Bercm Umfange yon Hans KSnigs- 
d6rjjer ausgefiihrt (in der gemoinsamen Arbeit yon Borst-K6nigsdb'r//er). Die 
Ergebnisse ihrer Untersuchungen best~tigten die oben angofiihrten Feststellungen 
E. Fraenkels; doeh konnte eine Farbstoffablagorung im jugendlichen Skelet nur 
mit Uioporphyrin orzielt werden; bei Einspiitzungen mif anderon natiirliehen 
(Kopro-Ooporphyrin) and kfins~liehen Porphyrinen (Hgmato-Mesoporphyrin) tra~ 
keino Fgrbung auf. ,,Weder mit spektralen (Absorptions- und ~luorescenzspek~ro- 
skopie) noeh mit ehemisehen Methoden liegen sich die genarmten Porphyiine in 
freier Form odor in Form yon Komplexverbindungen naehweisen." Naeh den 
Ergebnissen H. Fischers und K6nigedgr]/ers besitzen also lficht, alle Porphy~ine das 
Verm6gen, ,,aui don Knoehen aufzuziehen", nur dem Uroporphyrin and -- wie 
aus einer weiteren Angabe H. Fischers 2 hervorgeh~ -- dem Isouroporphyrin 
kommt jene Eigensehaft zu. 

Diesen Feststellungen stehen neuerdings die Beobaehfungen H. Hammers 
entgegen. Er beriehtet, mit tIgmatoporphyrin (aus Rinderblut naeh Willstgtler 
dargestellt) eine starke Fgrbung der Knoehen und Zghne yon jungen Ratten, 
Meersehweinehen, Kaninehen and Hunden erziel~ zu haben. I)ie Wirkung des 
H~matoporphyrins tra~ ansoheinend im Unfersehied zum Uroporphylin elst naeh 
mehrmaliger Einsplitzung ein. Im fibrigen konnte anch Hammer die wesentlichen 
Beobachttmgen der frfiheren Forseher hinsichtlieh der Elektivifgt des Farbstoffs 
gegentiber dem jugendlichen tfmoehengewebe bestgtigen. Auf die speziellen Unter- 
suehungen Hammers an den Zghnen (,,Oberdeckung" odor Wiederabgabe des abge- 
legmen Porphylins) soll im Rahmen dieser Arbeit nieh~ eingegangen werden. Vor 
kUlZem hat H. P/l@er an den Zghnen junger, porphylingespiitzter Hun@ don 
PorphyringehalL des Dentins mit dem LumineseenzvelfahIen naehgewiosen und 
daraus auf die Waehstumsgeschwindigkei~ des Dentins gesehlossen a. SchlieBlieh 
muB die exporimentelle Arbeit van Leersums hier angefiihlt werden, van Leersum 
will eine kiinstlieh erzeugte Raehitis yon Ratfen durch Porphytineinspiitzungen 
geheilt haben. Gerade diese Angabe lenkt unser Augenmelk auf die bei der 

1 E. Fraenlcel spriehf in seiner Arbeit bei den Porphylinbefunden noeh ganz 
allgemein yon ,,Hgmatoporphyrin". Naeh dor nunmehr eingetretenen Unter- 
scheidung der Porphyrine kann diese Bezeichnung nieht gleiehgesetzt werden 
dem speziellen K6rper ,,I-tgmatoporphyrin" aus der Gruppe der kiins~liehen 
Porphyrino. 

Fischer, H.:  Liebigs Ann. Chem. 457, 101 (1927). 
a Porphyrinuntersuehungen an Zghnen -- ohne vorherige Porphyrineinsprit- 

zung -- wurden in le~zter Zeit aueh yon St. Loos ~usgeftihrt. 

50, 
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t~achitis vor allem erkrankten Teile des Knochens, auf die Waehstumszonen 
und ihre m6glicherweise besondere Beziehung zum t)orphyrin. 

Yon den gen~nnten ~'orschern warden --  soweit aus ihren Arbeiten hervorgeht -- 
besondere Untersuehungen fiber kfinstlich erzielte Porphyrinablagerung gerade in 
den Wachstumsgebieten der jugendlichen Knoehen nicht vorgenommen. Derrien, 
dem wir vor allem die ersten morphologischen Kenntnisse fiber die physiologisehen 
Porphyrinbefunde im K6rper verdanken, hat Mlerdings schon ausgesprochen, dal~ 
die Porphyrinaufnahme im wachsenden Skelet gerade im Bereich der ,,a~tiven" 
Knochenbildung festzustellen sei (am Sch/~delknochen der Ratte z. B. dort, wo die 
Verku6eherung einsetze). G. Schmorl hat nun angeregt, die Beziehungen des 
Farbstoffes zu den einzelnen, ffir die Knochenbildung so wich~ige~ Gebieten n~her 
zu erforschen und dabei wom6glich die ,,kallclos apponierten jiingsten Knochen- 
sehiehten" und die verkallcten Knorpelteile der provisorischen Verkallcungszone auf 
PorphyringehMt zu prfifen. (Bekanntlich wurde der Knorpel sowohl bei der 
Porphyrinerkrankung des Menschen un4 der Tiere wie auch bei der im Tierversuch 
erzeugten ]~orphyrie ungef/~rbt befunden.) Schmorl hat selbst Untersuchungen 
fiber diese Frage ~ngestell~: Bei dem ihm zur Verfiigung stehenden Material konnte 
er ~ber seine Ergebnisse nicht zu sicheren Sehlfissen verwerten. Er weist dabei vet 
Mlem anf die Sehwierigkeit in der Deutung der ]3efunde hin und betont die 
Notwendigkeit, ffir diese Arbeiten die hierzu geeigneten SpeziMmethoden heran- 
zuziehen. Sehmorl hat lediglich die Vermutung ausgesproehen, dal~ die St~rke 
der Porphy~infgrbung yon der Wachstumsenergie der einzelnen Zonen abh~ngig 
ist and dab in den VerkMkungszonen, in welchen stiirkstes Wachstum stattfindet, 
weniger Porphyrin abgelagert wird, weft hier die raseheste Gewebseinsehmelzung 
stattfindet. 

W i t  haben  die SehmorIsche Anregung  aufgenommen,  die Po rphyr in -  
ab lagerung  gerade in den Wachstumsgebieten des ]ugendlichen Knochens 
zu pri ifen.  Gleichzeit ig haben  wir  d a m i t  die Aufgabe  verbunden ,  du tch  
E inspr i t zung  versehiedenartiger Porphyrine die oben angefi ihrte,  um- 
s t r i t t ene  F r a g e  der  Beziehung der  einzelnen Porphyrine zum Knochen- 
system einer mSglichen Kl~rung  zuzufiihren.  

Experimenteller Teil. 
Unsere  Versuche wurden  an  gr5l~eren Reihen  yon  wachsenden ~ e e r -  

schweinchen, K a n i n c h e n  und  H u n d e n  vorgenommen.  Soweit  es uns  
i rgendwie mSglich war,  wurden  fiir vergleichende Beobach tungen  Tiere,  
die yon  ein und  demselben  Wur f  s t ammten ,  gews und  gleichzeit ig,  
mSgl ichs t  auch mi t  gleichen Mengen der  einzelnen Porphyr ine ,  gespr i tz t .  

Ff i r  alle Versuche h a t t e n  wir  die en tsprechenden  Vergleichstiere ~b- 
gesonder t ,  da  wir  einersei ts  einen ~a l~s tab  ftir W a c h s t u m  und  Ge- 
deihen, andererse i t s  e inen Vergleich zur physiologischen Porphyr i e  der  
neugeborenen  und  g~nz jungen  Tiere h~ben mul~ten. 

Man kann den physiologischen Porphyringehalt ira frfihen Lebensalter der Tiere 
bekanntermM~en meist sehr seh6n d~ran eIkennen, dM~ die Z~hne im ultr~violetten 
Licht eine Rosafluorescenz zeigen. Zum exakten 1)orphyrinnachweis mul~ aber 
auch hier mSglieherweise die spektrale Analyse herangezogen werden. (Wir werdell 
d~rauf spi~ter noch zurtickkommen.) 

Einspritzungs- und Vergleichstiere warden unteLgleichen Bedingungen erni~hrt 
und gepflegt. 
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Die ffir unsere Untersuehungen nStigen Porphyrine verdanken wir Hans Fischer. 
Zur Verwendung gelangten natiirliehe und kfiastliche Porphyrine (Koproporphyrin, 
H~matoporphyrin, Deuteroporphyrin und Isouroporphyrin). Aul~erdem stand 
uns ein Rest yon Uroporphyrin , ,perry" zur Verffigung: 

Zu unseren Einspritzungen stellten wit Farbl6sungen folgender Konzentrationen 
her: 

A. lsouroTorphyrin : 
1. eine 1,0%ige N a i l  COs-L6sung mit einem Porphyringehalt, yon 0,2%o 
2. ,, 0,2%ige NaOtt-L6sung . . . . . . . .  1,0~ 
3. ,, 0,5%ige NaOI-[-L6sung . . . . . . . .  2,0~ 
4. ,, 1,0%ige NaHCOs-LSsung . . . . . . . .  4,0~ 

B. Hgmatoporphyrin : 
1. eine l%ige KHCOa-L6sung mit  einem Porphyringehalt yon 1~ 
2. ,, l%ige KHCOa-L6sung . . . . . . . .  3~ 
3. ,, 1%ige KHC03-LSsung . . . . . . . .  50/0ol 

C. Koproporphyrin : 
1. Eine NaOg-L6sung mit  einem Porphyringehalt yon 1%o (Farbs~off in 

1 ccm einer 1%igen NaOH-L6stmg verseift, restliehe Verdfinnung mit  Aqna dest.). 
2. KOH-LSsung mit  einem Porphyringehalt yon 4%o (Farbstoff in 1 ecru 

1/~ 0 n XOH verseift und mit Aqu~ dest. verdiinnt). 

D. Deute~vporphyrin: 
1. eine l%ige NaHCO~-LSsung mit  einem Porphyringeh~lt yon 0,5~ 
2. eine l%ige NaHCQ-L6sung mit  einem Porphyringeh~lt yon 1,0~ 

E. Uroporphyrin ,Perry". 
Die alte L6sung wurde mit  Eisessig gef~llt und der NiedeIsehlag mit  1%igem 

NaHCO 3 zu einer LSsuag mit  einem Porphyringehalt yon 1~ verdfinnt. 
Alle LSsungen wurden sorg:[altig filtrier~, im Dampfbad bei 100 ~ 30 Mia. ]ang 

erhitzt and keimfrei under Liehtabsehlul] verwahrt.  Einen sch~digenden EinfluB 
der Sterilis~tion anf die FarbstofflSsung konnten wir in keinem Fall feststellea. 
Als Einspritzungsnadeln verwandten wir Kanfilen aus verchromtem Stuhl. 

Die Meersehweinchen wurden veto 3. Tag an, die Kaainehen veto 17. Tag an 
and die Hunde veto 15. Lebenstag an subcutan (zumeist unter die Bauchhaut) 
gespritzt. 

Die Porphyrinkonzentrationen der LSsungen und die Porphyrinmeagen bei 
den einzelnen Eiaspritzungen wurden yon uns ~bsiehtlieh sehr niedrig gehalten: 
Die Einzelg~ben sehwankten im allgemeinen yon 0,0001 g bis 0,005 g Porphyrin 
als ttSchstg~be. Zu Beginn eines Versuehes w~hlten wir die ge~ingstea Gaben und 
ers~ gegen Ende --  wean des Versuchstier alter und schwerer gewordea war --  
fiberschritten die Farbstoffmengen bei der Einspritzuag 1 rag. Um aber eine 
genfigend starke Porphyrinabl~gerung im Organismus zu erzielen, muSten wir 
bei der Kleinheit der Einzelgabe die Ges~mtzahl der Injektionea steigern (50 bis 
70 pro Versueh) und -- da die Tiere in der Mehrzahl ~gglich nur eine Einspritzung 
erhielten --  den Versueh fiber l&ngere Zeit ausdehnen. Fraenkel verwende~e f fir seine 
Versuche SodalSsungen, die tefls 0,5%, teils 1% Farbstoff enthielten. K6"nigs- 
d6r/#r 2 nahm 1%ige Farbstoffl6sungen in n/100 K~lilauge und injizierte 2--3real 
w0ehen~lich 0,3--0,6eem. Hammer spritzte ts 0 ,5- -2cem einer dfinnen 

1 Bei einer zweiten Serie von H~matoporphyrineinspritzungen voIwandten wit 
eine 1%ige I-I~matoporphy~inl~suag, als L~sungsmittel eine 1%ige SodalSsung. 

Es sei auch an dieser Stelle Herrn Dr. K6nigsdSrf/er gedankt, da~ er uns 
Einsieht in seine ~iederschriften nehmen ]ief]. 
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w~sserigen Sodal6sung :nit 0,5--1% H~matoporphyringehalt. lm  Vergleich zu den 
genannten Ver/assern habe~ wit also wesentlich lcleinere Farbsto]]konzentrationen liir 
die Einspritzungen gewiihlt -- die LSsungen enthielten im allgemeinen 1110 und noch 
weniger der bisher ben~tzten Porphyrinmengen -- und da1~r die Versuchsdauer 
verliingert. Dies~ Anwendung hat sich vet ~llem f fir unsore Untersuchungen fiber 
die PorphyrinablageIung in den einzelrten Wachstums-Zonen des Knoehens sehr 
vorteilh~ft erwiesen. 

Dutch die kleinen Porphyring~ben wurden aaseheinend anch schwerere Gift- 
seh~digungen der Tiere vermieden, wie sie bei st~rken Konzen~rationen schon 
wiederholt beob~chtet wurden. Die Keimfreiheit der Einsprifzungsfliissigkeit und 
die Yerwendung geeigneter L6snngsmittel h~  sieh wohl auch f6rderlich ausge- 
wirkt. (Wit haben in einem Versuch erprobt, welche Konzenfrationen der alkalischen 
Fliissigkeiten am besten vertragen wurdert.) Woohenlang gediehe~ die Versuehs- 
tiere in gleicher Weis~ wie die Vergleiehstiere. Erst d~nrt machte~ sieh zuweilen 
Waehstumshemmungen bemerkbar, vor allem bei den ,,Deuteroporlohyrir~tieren ''. 
Im iibrigen liel~en auch dies, Tiere keine sonstigen Soh~digungen erkenrten. Ver- 
scbiedene Porphyrirttiere (fast alle Hunde, einzelne Kuninchen und Meerschweinehen) 
nahmen so regelm~l~ig zu wie die Vergleichstiere. Wit haben Mle Tiere im diffusen 
Tageslieh~ gehalten. Photosensibflisierungsversuehe wurden nicht ~usgeffihrt. 

Fiir unsere Aufgabenstellung konnten die Beobachtungen am lebenden 
Versuchstier nut in geringem Maftstab herangezogen warden. Die,I~osa- 
und Eotf/trbung der Z~hne bei Bestrahlung im ultravioletten Licht gab 
zwar einen gewissen Anhaltspunkt dafiir, ob das gespritzte Porphyrin ,,auf- 
gezogen" war. Jedoeh ist die Abgrenzung gegert den physiologisehen 
Porphyringehalt der Zghne (s. oben) unter Umstgnden nicht leieht. Nur 
wenn beim Versuchstier eine deutlich st~rkere Fluorescenz gegeniiber 
dem zugeh6rigen Vergleichstier festznstellen war - -  in den sp/tteren 
Monaten der Versuchsdauer waren die Zghne der Vergleichstiere sogar 
meist schon ,,entfgorbt" - -  durfte eine ktinstlieh erzielte Ablagerung 
des Farbstoffes angenommen werden. Es l~l~t sieh abet unseres Eraehtens 
keineswegs aus solehen Befunden eine sichere Diagnose stellen. Noch 
weniger beweisend fiir eine Porphyrinablagerung ist - -  wenn nieht 
sehr starke t~arbstoffkonzentrationen eingespritzt wurden - -  die l~ot- 
und Rotbraunfgrbung der Zghne bei Betrachtung im  Tageslicht. Wir 
kormten - -  aueh an nichtgespritzten Tieren - -  beobaehten, wie sehr die 
Farbt6nungen an den Zghnen gleichalter Tiere, ja sogar bei ein und 
demselben Tier irmerhalb weniger Tage wechSeln k6nnen. Augerdem 
zeigter~ bei den Neerschweinehen die Oberzghne sehon bald nach der 
Geburt schmutzig-braunrote Verf/~rbungen, die im Tageslieht eine 
Porphyrinablagerung vort~usehen k6nnen, bei ultravioletter Licht- 
bestrahlung aber eine eventuell vorh~ndene t~luorescenz iiberdeeken. 
Auch E. Fraenlcel weist auf die Sehwierigkeit einer Diagnosestellung am 
Gebig des lebenden Tieres bin. 

Somit konnten ~llein die Untersuchungsbe/unde am skeletierter~ Tier  
aussehlaggebend sein fiir die Beantwortung der Aufgabe. Es mugte 
eine m6gliche Vergnderung oder Sehi~digung des abgelagerten Farb- 
stories bei der Prgparation vermieden werden und Bin einwandfreies 
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Verfahren fiir den  Porphyr innaehweis  im Unte r suehungsmate r i~ l  ge- 
fo rder t  women .  

])as Freilegen der Skeletteile erfolgte deshalb aussehlieNieh mit Messer, Schere 
und Pinzette, ohne Zuhilfen~hme chemischer Agentien, die auf die porphyrischen 
Farbstoffe h~t~ten einwirken k6nnen. Die Pr~p~rate waren, wenn sie ~icht sofort 
untersuch~ wurden, teils in trockenem Zustand, tells in 96%igem Alkohol oder 

i n  10%igem Formalin unter LiehtabschluB aufbewahrt. 
t~fir die Un te r suchungen  der  Skelet te i le  auf porphyr i sche  Fa rbs to f fe  

ge l ten  s Ges ich t spunkte  wie fiir den Naehweis  des Farbs tof fes  
in den  Zs Eine  rote oder ro tb raune  (oft mahagonibraune)  Fgrbung ,  
wie sic porphyr inhMt ige  Knochen  bei  Be t r ach tung  im Tages l ieht  auf- 
weisen, ]/~Bt keineswegs yon  vornhere in  den SchluB zu, dab  es sieh 
wirkl ieh u m  eine P o r p h y r i n a b l a g e r u n g  hande l t .  N ieh t  selten kSnnen,  
was uns  aueh H. Fischer bestg t ig te ,  , ,normale"  Tierknoehen eine r5t l ich-  
b raune  ]P~rbung zeigen und  du tch  Verf/~rbungen i rgendwelcher  A r t  zu 
falseher Deu tung  AnlaB geben.  N u r  bei  ganz e indrucksvol len  Befunden  
und  deut l iehen  Unte rsch ieden  gegeni iber  dem Vergle ichsmater ia l  wird  
m a n  die makroskopische  B e t r a c h t u n g  im Tagesl icht  zur  Diagnoses te l lung 
heranziehen diirfen. Mit Sicherheit k a n n  freilieh nur  dann  eine Porphyr in -  
ab lagerung  angenommen  werden,  wenn der  Fa rbs to f f  mi t  chemischen 
oder  spe/drochemischen Methoden  s ichergestel l t  ist. So h a t  aueh E. Fraenkd 
das  abgelager te  P o r p h y r i n  e x a k t  (dutch Schumm) naehweisen ]assen. 

Wir verwendeten fiir unsere Untersuehungen vor allem auch die Luminescenz- 
analyse, die sehon Derrien zu Erkennung der physiologischen Porphyrine im Tier- 
kSrper herangezogen hatte. Die bekannten, sehr eindrucksvollen Flnorescenzen 
tier Porphyrine bei Bes~rahlung im ultravioletten Lieht liefern im Spektroskop 
eharakteristische Emissionsbanden, welehe eine siehere Diagnosestellung ermSglichen. 
Da sich dureh die Lumineseenzanalyse gerade aueh die geringen Porphyrinkonzen- 
trationen nachweisen lassen, mugte sieh diese Untersuchungsmethode ftir unsere 
Versuehe, in denen ldeine Farbstoffkonzentrationen zur Verwendung kamen, 
besonders eignen. So konnten wir im Licht der Hanauer Quarzanalysenlampe 
deutliche t~otfluorescenzen auch dana noeh fesgstellen, we~m das porphyrinhMtige 
Skeletstiick in gew5hnlichem Lieht keine yon dem Vergleichsstiick abweichende 
Farbt6nung zeigte. Der physiologisehe Porphyringehalt der Knochen kann ebenfalls, 
wie der der Zahne, eine sehwaehe Lnmineseenz liefern. Der Untersehied in der 
Leuchtstgrke gegentiber der ktinstlieh erzielten Farbstoffablagerung isf aber sehon 
naeh einigen Tagen der Versuchsdauer bereits sehr stark. AuBerdem velsehwinde* 
diese ,,physiologische" Lumineseenz in den spgteren Wochen des Waehstums. 
Beim st~ndigen Vergleieh mit Vergleiehstieren lgBt sieh also eine Fehldiagnose 
leicht aussehliegen. 

Die Sehnittpraparate wurden naeh dem Borst-K6nigsdSr]]er-Verfahren mittels 
eines Spektralanalysenmikroskops 1 untersucht. Gerade die Aufgabe, die einzelnen 

1 Das yon KSnigsd6r]/er angegebene Spektralanalysenmikrosko p wird yon 
der Firma C. Reichert, Wien, hergestellt. Es hat neuerdings einige Modifikationen 
erfahren und is* mit einer Liehtquelle (Metallelektrodenlampe nach Haitinger), 
die eine ~ugerst intensive Ultraviolettstrahlung liefert, ausgestattet. Den zuge- 
h6rigen Spektralaufsatz zur spektroskopisehen oder spektrographischen Definiernag 
der im histologisehen Bild guftre*enden Farberseheinungen liefert die Firma 
Steinheil, Miinehen. 
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genannten Zonen im Knochen auf Porphyringehalt zu piiifen, war -- worauf auch 
Schmorl hinwies -- wohl nur unter Verwendung einer solehen Untersuehungs- 
anordnung befriedigend zu 16sen. Mit dieser Methodik konnte selbst ein geringer 
Porphyringehalt des Gewebes unmittelbar im Sehnitt bei ultravioletter Lieht- 
beleuehtung (einwandfreie Filterung des Strahlengangs l) mikroskopiseh erfafit und 
fluoreseenzspektroskopisch best/~tigt werden. Bei st~rkerer Konzentration wurde 
aueh das Absorptionsspektrum festgelegt. Auf diese Weise wurde der Farbstoff 
im chemisch v611ig unbeein/lufiten Priiparat naehgewiesen und die Fehlerquelle, 
die bei der Extraktion dieser oft verschwindend kleinen Porphyrinmengen even- 
tuell entstehen konnte, vermieden. Vor allem aber war es mSglich, d~s gefundene 
Porphyrin in ganz bestimmten kleinsten Gewebsteilen, ja in einzelnen Zellen, nach- 
zuweisen and dadurch seine Lokalisation in diesen wichtigen Bezirken einwandfrei 
festzustellen. 

Auf manche Einzelheiten in der Arbeitsmethode wird bei der Besehreibung 
der yon uns erhobenen Befunde noch eingegangen werden. 

I. Un te r suchungen  fiber die Affinit~it der gespritzten Porphyrine 
zum Skeletsystem. 

l%eihe A. : Versuche mit Isouroporlghyri~einspritzungen. 

Die Dosierung wurde fiir alle Tiere n~ch der eingangs aufgestellten Art gew/~hlt: 
Also geringe Anfangsmengen, nur ganz langsame Steigerung der Farbstoffkonzen- 
trationen, dafih" verli~ngerte Versuchsdauer. 

1. Wachsende Meerschwein&en: Es lieBen sich sehon nach Einspritzung yon 
insgesamt 1/3--3 mg Isouroporphyrin Lumineseenzerscheinungen an den Zahnen 
nachweisen, die im Vergleich mit den Kontrolltieren ohne Bedenken (s. oben) als 
kiinstlich erzielte Porphyrinablagernng angenommen werden durften. Je naeh 
Alter und Gewicht des Tieres waren die Fluorescenzea verschieden stark. (Es ist 
wohl sicher, dag fiir gr6Bere Tiere entsprechend gr6Bere Farbstoffmengen n6tig 
sind, um gleieh kritftige F~rbungen zu bekommen.) Nach Verabreichung yon etwa 
12--15mg war auch am Tageslicht eine leichte, bei etwa 25rag eine deutliehe 
Verfarbung festzustellen. 

Skelet tier Tiere : Die Skelete zweier Meeischweinchen, yon denen jedes insgesamt 
0,0797 g bzw. 0,047 g erhielt, zeigten schon ira Tageslicht eine deutliche rotbraune 
F~rbung. Tiere, die kMnere Gesamtgaben des Farbstoffes bekamen, zeigten keine 
yon den entsprechenden Vergleichstieren abweiehende Xnoehenfarbe. Im ultra- 
violetten Licht fluoreseieren jedoeh die kn6chernen Skeletteile (Compacta- und 
Spongiosazonen) aUer Versuehstiere mehr oder weniger leuchtend rot, Knorpel 
und Bi~nder erscheinen dagegen welt. In einem Fall (Tier 2) genitgten sehon 
3 Einspritzungen yon je 0,0001 g, um eine rote Fluorescenz der gesamten Spongiosa 
zu erzMen. (Das 15 Tage alte Tier war an einer Erk~ltungskrankheit eingegangen.) 

2. Bei unseren Kaninct~en und 
3. bei unseren Hunden bekamen wit /~hnliche Ergebnisse bei den Skelet- 

untersuchungen. Selhstverst~ndlieh mugten die Farbstoffmengen grOger sein, 
wenn sie gleieh eindlueksvolle Bilder, wie sie an den Meerschweinehen beobaehtet 
wurden, schMfen sollten; z. B. : 

a) Meerschweinchen. Gewicht vor T6tung 422 g. Gesamtmenge des einge- 
spritzten Farbstoffes 0,079 g. 

b) Hund (Tier 14) Gewieht vor TStung 12 200 g. Gesamtmenge des einge- 
spritzten Farbstoffes 0,077 g. 

[Die Knoehen yon Tier a) im Tageslieht deutlieh braunrot; im ultraviolet~en 
Licht tier purpurrot leuchtend. 
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Die Knochen yon Tier b) hn Tageslieht kein Unterschied zum Vergleichshund, 
im ultraviole~ten Licht rosarot leuchtend. (Vergleichsknoehen zu b: bl~ulichgrau, 
ohne Porphy~influorescenz.) 

Knochenschni~te, -schliffe- oder -splitter der Isouroporphyrin~iere ergaben aueh 
bei der Untersuehung im SpektrManMysenmikroskop eine deutliche ,,Prim/~r- 
~luorescenz" (d. h. eine Fluorescenz, die yore unteIsuchten Gewebe ohne vorherigo 
Einwbkung eines L6slmgsmittMs ausgesandt wird). 

Spektroskopisch zeig~ Mch in allen Fiillen ein deutliches Porphyrin-Fluorescenz- 
spektrum. Die Knochen der Vergleiehs~iere lassen kein Fluorescenzspek~rum 
erkennen. (Die physiologische 1)orphyrinfluorescenz war am Ende der Versuch~ 
in keinem FMle mehr nachweisbar.) 

Reihe B: Versuche mit H~matoporphyrineinspritzungen. 

Art der Gabenbemessung grundsgtzlich wie bei den Versuchen A. 
Die Befunde, die wit aus dieser Versuchsreihe erhielten, sind nicht so einheitlich 

und eindeutig, wie die, welche wir an den Isouroporphyiintieren erheben konn~en. 
1. Meerschweinchen: Ein Tier (21) yon 98 g Gewicht zeigte bei einer Gesamt- 

gabe yon 0,0045 g H~matoporphyrin eine deutliche Rosafluorescenz des gesamtea 
Skelets im ultravioletten Licht. 

Ein zweites Tier (22) lies bei einer Gesamtgabe yon 0,0035 g Rosafluorescenz 
der Nagez/~hne erkennen. Bei einer Gesamtmenge yon 0,006 g bes$eht die Rosa- 
flnorescenz welter, man sieht im Tageslicht leieh~e Braun~Onung der Zahne, ein 
Befund, den wir aber nach obigen Ausffihiungen nicht zu werte~l wagen. Bei 
etwa 0,01 g Gesamtgabe zeigt das knOeherne Skelet der Tiere MlenthMben ros~ 
Luminescenz, im Tages]ich~ jedoch keine Abweiehung yore VergleichsmateriM. 

Dagegen biete~ das Skele~ des Tieres 29 nach einer Einspritzungsmenge yon 
insgesamt 0,012 g keinerlei Porphyrinfluorescenz. (Bei einer Gesamtmenge yon 
etwa 0,006 g trat voriibergehend (!) st/irkere Rosafluoreseenz der Z~hne auf, w/ihrend 
an den Z/~hnen des Vergleichstieres keine Porphyrinfluorescenz nachzuweisen war.) 

2. Kaninchen: Tier 30 /~hnlich wie Meerschweinchen 29, nur noeh deutlicher, 
zeitweiliges Auftreten einer (nichtphysiologisehen -- Vergleiehstier!) Rosafluor- 
escenz an den Z~ihnen (bei 0,0075 g H/~matoporphyrin), die nach der 23. Ein: 
spritzung bei insgesam~ 0,0495 g wieder verschwand. Die verabreiehte H/~mato- 
porphyringesamtgabe betrug schlie$1ich 0,1135 g. Das Skelet, am Tageslieh~ yon 
normMer Farbe, zeigte unmi~telbar nach der Sektion an verschiedenen Stellen 
Rosa- bis Roefluoreseenz. Bei ~ixierung in 96%igem A]kohol und in 20%igem 
Formalin ging der Farbstoff leider gr6$tenteils in LSsung und wurde dort offenbar 
zerstSrt. (Die L6sung zeigte auf kurze Zeit eine schwache Fluoreseenz.) 

3. Hunde: Eine Porphyrinfluorescenz war an den Z~hnen w/~hrend des Lebens 
nieht mit Sieherheit festzustellen. ]3ei einer Gesamtdarreichung yon etwa 0,2 g 
Hama~oporphyrin liel~en sich am Skelet in der AnMysenlampe, wenn anch nich~ 
sehr starke, so doch immerhin deutliche Rosa-Ro~fluoreseenzen fes~stellen. Bei 
Tageslicht bestanden keine Unterschiede gegen das VergleichsmateriM. Am 
deutlichsten war die genannte Fluoreseenz an den kompakten Teilen des Sehnlter- 
blattes und der Ful~wurzelknochen zu erkennen; die Spongiosa war im ultra- 
violetten Licht nur stellenweise rStlich leuchtend. 

4. Die so wechselnden Befunde ver~nlM~ten uns, weitere Versuche 
zu un te rnehmen ,  u n d  zwar mi t  bedeutend  hSher konzent r ie r ten  L5sur~gen. 
Hammer hat te  j~ g~nz ~usdriicklich darauf  hingewiesen, d~8 bei kfinst- 
l ichen Porphyr inen,  d . h .  bei H/s d~s er verwandte,  mi t  
wesentlich hSheren l%rphyr inmengen  gearbei tet  werden m u l l  Obwohl 
es uns  gelungen war, auch mi t  den oben beschriebenen geringsten ~VIengen 
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eine F luoreseenz  des Knochens  zu erzielen, so re ichte  das  doch n ich t  aus, 
u m  Ns fiber die bier,  wie es schien, andersgea r t e t e  Ab]agerung zu 
erfahren.  Wei t e re  Versache wurden  nun  mi t  1%iger  Porphyr in lSsung ,  
gelSst  in l % i g e r  Sodal6sung,  un te rnommen .  Dabe i  ws wir  Tiere 
ans,  die wir  ganz e ingehend au i  ihre Fluoreseenz  an  den Zghnen beob-  
ach t e t  b a t t e n :  W i r  begannen  mi t  den  I n j e k t i o n e n  erst ,  nachdem seit  
mindes tens  3 Woehen  jede  Rosaf luoreseenz der  Nagez~hne,  her r i ih rend  
yon  dem physiologiseh vo rhandenen  P o r p h y r i n g e h a l t  der  K n o c h e n  bei  
j f ingeren Tieren,  ve rsehwunden  war.  Zuers t  sp r i t z ten  wir  j eden  zwei ten 
Tag  0,5 ecru, dann  1, sp/~ter 2 - - 3  cem. Die e r s tenFluorescenzersehe inungen  
a m  lebenden  Tier ,  abgesehen yon  der  sehr s tarkert  t~otfluorescenz 
des Leibes  im Bereieh der  Einspr i tzungss te l len ,  sahen wir  nach  90 mg 
a n  den un te ren  Nagez~thnen, Naeh  wei teren E insp r i t zungen  konn te  eine 
im Tages l ieh t  s ieh tbare  Verfs  der  Zghne im Vergleich zum Normal -  
t ier  n ich t  beobach te t  werden.  Die hel len Ohren der  Tiere f luorescierteIt  
ba ld  rosa, ebenso die gesamte  behaa r t e  H a u t .  Als wit  u n m i t t e l b a r  naeh  
der  E n t b l u t u n g  die Tiere mi t  der  Quarz lampe  untersuchten ,  fehl ten  die 
l e t z tgenann ten  Ersehe inungen  vol lkommen.  Ledigl ieh die Z~hne zeigten 
noeh einen rosa  ~ 'arbton.  

Die Sektion ergab danIt folgendes: Es land sich eine weitgehende ~berein- 
stimmung des Befundes der verschieden lang gespritzten Tiere. Im einzelnen 
konn~e festgestellt werden: Gegeniiber den Kontroll~ieren war ein Zurtickbleiben im 
Waehstmn deutlieh; z. B. Tier Nr. 56:310 g gegen 395 g desYergleiehstieres im 
Alter yon 31/2 Monaten. Die Z~hne uud das gesamte Skelet liegen im Tageslieht 
keinerlei Farbdifferenzen erkennen. Im Bereieh der Injektionsstellen am Abdomen 
fanden sieh weitgehende Verwachsungen der Bauchdeekeu. Augerdem war hier 
eine anffallend starke Braunfgrbung. Die Organe der Versuchstiere waren im all- 
gemeinen etwas kleiner, durehans entspreehend dem niedrigeren Gewicht im Ver- 
gleieh zu den Kontrolltieren. Nanehmal haste es den Ansehein, als ob die 
dunkelbraune Leber beim Kontrolltier eher brauner, bzw. dnnkler gef~rbt sei als 
beim Normaltier. Bei der Untersuehung im Fluoreseenzlich~ fiel sofort die leieh~e, 
diffuse Rosaflnoreseenz s~mtlieher Darmsehlingen, iiberhaupt aller 0rgane ein- 
sehlieglieh tier Muskulatur in mehr oder weniger starkem Mal3e auf. Besonders 
rot waren die Nebennieren. Im Rahmen dieser Arbeit soll jedoch nut auf die 
Knochenbefunde n/~her eingegangen werden. 

Naeh sorgf~l~igem Abl6sen der Weichteile yon den Knochen botert diese im 
ultravioletten Lieht folgendes Bild: Geringe Rosafluoreseenz gegen die Gelenkenden, 
d. h. der Metaphyse zu, am sehw~chsten in der Mitte der langen l~6hrenknoehen. 
Im Sehlxitt deutliehe gotflnoreseenz des Knochenmarks im Sehaft und zwisehe~ 
den Spongiosab~lkehen der Epi- und 1YXetaphyse. Geringe I~osafluorescenz der 
Spongiosabglkehen. Naeh mehrmaligem Kratzen an der Compgeta, haupts~chlieh 
im Bereieh der Diaphyse der Knoehen, kamen weiSe Schiehten zutage. Im ganzen 
war auffallend die weehselnde Fgrbung tier Knoehen im Vergleieh zu dem gleich- 
mggigen Leuehten z.B. der Isouroporphyrinknoehen und augerdem die geringe 
Intensitgt: Sehwache l~osMluoreseenz, wghrend bei den mit Isouroporphyrin ge- 
spiitzten Tieren sehon bei den geringsten Dosen eine Purpurfluoreseenz ~uftrat. 
Augerdem miissen wit als auffallend hinzuftigen, dab wir, wie sehon vermutungs- 
weise bei den ersten Versuehen mit H~matoporphyrin festgestellt, zum erstenmal 
eine deutliehe Rotfluoreseenz des Knoehenmarks feststellen konnten. Sehr lehrreieh 
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war schlieltlich der Befund bei Tier 60, das nach st~ndigem Gewichtsverlust sehlieSlich 
eingegangen war: Hochgradige Abmagerung, Braunfgrbung iiberM], besonders dort, 
wo die Einspritzungen verabreicht wurden. Aber auch Mle Organe erschienen sehr 
viel brauner Ms beim Vergleichs~ier. Am Knochea war allerdings ein AbwMchen 
in der Farbe im Vergleich zum NormM~ier nicht festzustellen. Unter der Quarz- 
~nMysenlampe hatte sich nun folgendes ergeben: Starke Rotfluoreseenz Mler 
Organe, einschlieSlich Haut and Muskulatur, besonders al~ch Zwerchfell. Die 
Zi~hne, die fibrigens nach Verabreichung yon 0,08 g Porphyrin am lebenden Tier 
schwache Rosafluorescenz hatten erkennen lassen, fluorescieren niche. Die Knochen 
bie~en folgendes Bild: Starke Fluorescenz Mler Gelenkkapsel- und B~nderteile, 
aller noch anhaftenden Muskulatur; nach ~hrer Abl6aung gerade bier, wo die 
Muskulatur fest am Knochen haftete: Rotfluorescenz des Knochens; welter auch 
dort, wo die den Knochen versorgenden Gefi~Se jeweils in ihn eintreten. An einzelnen 
Knochen kann man eine in unrege]m~Sigen L~ngsstreifen angeordnete t01uoreseenz 
beobachten; allerdings liel3 sich an den meisten Stellen, huuptsgchlich anch hier 
wieder in der Diaphyse, die ~luorescenz zum Verschwinden bringen, wenn man die 
oberen 1)eriostschiehten abkratzte. An diesen Stellen land sich dann auch in der 
Diaphysencomloacta im Querschnit~ keine Fluorescenz. Nicht zum Verschwinden 
zu bringen war die Fluorescenz meist doff, wo in der Metaphyse ein l~otaufleuchten 
zu sehen War. Stark fluoreseierte das Knochenmark, ebenso, wenn aueh viel 
dunkler rot, die Spongiosab/~lkchen. 

Die Vergleichstiere zu 1, 2, 3 und 4 zeigten in den in Fr~ge kommenden  

Stadien  der Versuche keine Rotf luorescenzen der Z/~hne oder der Knochen.  

Die/luorescenzspektroskopisehe Untersuchung (analoge Messung wie bei A ergab 
bei Tier 21 nnd einem Hundeknochensplitter (aus Reihe B 3) sowie bei den Tier- 
knochen aus l%ihe ]3 4 ein Porphyrinspektrum. Die untersuchten Knochenteile 
der iibrigen Tiere aus l~eihe ]3 erguben, ebenso wie die zugeh6rigen Vergleiehs- 
knochen, kein Porphyrinfluorescenzspektrum. 

Reihe C: Versuche mit Koproporphyrineinspritzungen. 
Art der Dosierung grunds~tz]ieh wie bei den Versuehen A. " 
Versuchstiere: Kaninehen und Meerschweinchen. 
Bei einer Gesamtmenge yon 0,004--0,007 g I(oproporphyrin zeigten sich an 

den Z~hnen die ersten Fluorescenzerscheinungen, die man einer kiins~lich erzielten 
Anf~rbung zurechnen konnte. Bei einer Farbs~offeinverleibtmg yon insgesamt 
0,0125 g (19. Einspritzung) zeigte ein Tier (Meerschweinchen) ein Maximum dieser 
Fluorescenz. Nach Verabreichung yon insgesamt 0,015g (25. Einspritzung), 
sp~testens ~ber naeh 0,03 g (30. Einspritzung) verschwand die Lnminescenz bei den 
Tieren. Dementspreehend war der ]Befund am Skelet der Tiere negativ: In keinem 
Falle lies sich irgendeine 1)orphyrinflnorescenzerseheinung naehweisen. Die 
Knochenteile leuchten im ultravio]e~ten Lieht fahlgelb-grau. Die Vergleichstiere 
zeigten in den in Frage kommenden Stadien der Versuehe keine Rotfluorescenz 
der Z~hne oder Knochen. 

Bei der /luorescenzspektroskopischen Untersuchung der Knochenteile (anMoge 
Messung wie bei A) ergab sieh bei Versuehstier wie Vergleiehstier keinerlei Porphyrin- 
fluorescenzspektrum. 

Reihe D: Versuehe mit Deuteroporphy~'ineinspritzungen. 
Dosiel-tmg. grundsi~tzlich wie bei den Versuchen A. 
Die Versuche mit diesem Porphyrin verliefen bei allen Tieren v611ig ,,negativ", 

d. h. in keinem Fall waren wghrend der ][njek~ionsdauer an den Z~hnen und nach 
tier Skeletiernng an den kn6chernen Bezirken irgendwelche kiinstlich erzielten 
Porphyrinablagerungen festzus~ellen. H6chste Gesamtmenge war beim Tier 4 
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(Meersehweinehen) 0,0325g Deuteroporphyrin (49 Einsloritzungen). Die knSchernea 
Teile leuchtelr im ultravioletten Lieh~ bei Veisuchs- und Vergleichstier in gleicher 
Weise fahlgrau. 

Fluorescsnzspektroskopische Untersuchung der Knoehellteile (entsprechende 
Messung wie bei A): Versuchs- und Vergleichsma~erial zeigt kein Porphyrin- 
fluorescenzspektrum. 

Reihe E: Versuche mit Uroporphyrineinspritzungen. 
Sehon bald naeh Beginn des Versuches muBten wir ~eststellen, dab unsere 

LSsung nieh~ einwandfrei war. W~hrscheinlich hatte das Uroporphyrin in der 
alten LSsung (s. o.) beim ]angj~hrigen Stehen gelitt.en. Aueh bei den sehon 
gespritzten Tieren verbl~l~te die anf~nglich sehr starke Rotfluorescenz wieder, sie 
war am Skelet auch spektroskopisch nieht mehr festzustellen. 

Wit stellten die Versuche mit unserer UroloorphyrinlSsung daher ein. Da das 
,,Au[ziehverm6gen" des Uroporphyrins, des natiirlichen Knoehenporphyrins, durch 
die Untersuchungen der genannten Verfasser hinreichend, aueh spektrManalytiseh 
/estgelegt ist, wollten wir einen zweiten Versueh mit Uroporphyrin, zu dem neue 
Mengen des seltenea Farbstoffes ben5tigt w/~ren, nicht vornehmen. 

Zusc~mmen/assung uncl Deutung der Be/uncle yon I. 

A m  eindrucksvol l s ten  s ind die Ergebnisse,  die wir  aus den  Versuchen  
mi t  I s o u r o p o r p h y r i n  erhiel ten.  Die Fes ts te l [ung  yon  Fischer und  Heisel, 
da[~ I sou ropo rphy r in  le icht  auf den K n o c h e n  aufzieht ,  is t  durch  unsere  
Versuche neu bes ts  I s o u r o p o r p h y r i n  /~hnelt also in seinem F~rbe-  
vermSgen durchaus  dem Uropor lohyr in  1. Die gen~nnten  Forscher  ver-  
w a n d t e n  pro Meerschweinchen und  Tag 10--15  mg Farbs tof f .  W i r  
erziel ten die pos i t iven  Ergebnisse  mi t  I sou ropo rphy r in  mi t  ganz erheb- 
lich k le ineren Mengen bei allen unseren  Tieren.  

Unsere  Versuche m i t  Isouroioorlohyrin zeigen a m  besten,  dab  die  
yon uns gew/~hlte n iedr ige  Gabenbemessung  sowie die A r t  dcr  Durch-  
f i ihrung der  E inspr i t zungen  yon  den Tieren ausgezeichnet  ve r t r agen  
wird.  Es  f indet  dabe i  eine im Sinne des Versuchs sehr gut zu nennende 
Ausnutzung des Farbsto]fes statt. Das Verh/~ltnis zwischen KSrper -  
gewicht  und  Fa rbs to f fmenge  is t  ~fir die ,,St/~rke" der  , ,Anf~rbung" 
sicher]ich mi t  ausschl~ggebend.  

Mit HSmatoporphyrin konn~e nur bei einem Tell der Tiere am Knochen- 
material eine Rotfluoreseenz im ultravioletten Lieht erzielt werden, die beim 
Spekiroskopieren ein Porphyrinspektium ergab. 

]~ei den Versuchen mit Koproporphyrin war i/lberhaupt ilur bei einzelnen 
Tieren, und da nur ganz voriibergehend, eine Anfi~rhung der Z~hlm im L~beI~ zu 
erkennen. Am Skelet lieB sich keine Porphyrinablage~ung nachweis~n. 

Die Ve~suche mit Deuteroporphyrin ergaben in keinem Fall  weder beim lebenden 
Tier noch am Skelet einen Anhaltslounkt fiir ein AufzieheI~ dieses F~rbstoffkSrpers. 

Die A//initdit zum Knochensystem - -  gemessen am FdirbevermSgen - -  
ist also bei den beiden Uroporphyrinen weitaus am cleutlichsten. 

1 Versuche mit diesem Farbstoffkbrper konnten wir aus den erwghnten Grfinden 
nicht durchfiihren. 
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Diese Ergebnisse lassen erkennen, dab unsere Untersuehungen zur 
Frage der Affinit/~t der verschiedenartigen Porphyrine zum Knochen- 
system noch keine allgemeine K1/irung gebracht haben, werm sie auch 
teilweise zu einem feststehenden Ergebnis fiihrten. Sie miissen als 
Beitrag und Anregung zur Fortfiihrung der Arbeiten in diesem immerhin 
wiehtigen Kapitel  gewertet werden. 

Soweit es mit  unserem Material m6glieh ist, wollen wir eine Deulung 
der widerslorechenden, bzw. au//d;lligen Punkte unserer Ergebnisse ver- 
suchen. 

Es mug, wie aus I~eihe B hervorgeht, angenommen werden, dab 
das It/~matoporphyrin doch - -  wenn aueh nut  in bescheidenem Mal?e - -  
bis zu einem gewissen Grad auf den Knoehen aufzieht. Wit wagen aber 
diesen Vorgang des Aufziehens yon H/tmatoporphyrin nieht der Affinit/it 
des Uro- und Isouroporphyrins zum Knochen yon vornherein gleiehzu- 
setzen. Die nur bei einem Teil der Tiere erzielte Anfi~rbung und das Wieder- 
versehwinden einer sehon vorhandenen Porphyrinfluoreseenz bei einem 
anderen Teil der Tiere legt die Frage nahe, ob es sich beim H~matopor-  
phyrin vielleieht um eine loekerere Bindung an den Knochen handelt 
und ob ein Abbau oder ein Umbau des FarbstoffkSrpers stattgefunden 
hat, der in unseren Befunden teils als positives, teils als zweifelhaftes 
oder negatives Resultat  beeindruekte. Dieselben Fragen gelten nattir- 
lieh auch in analoger Weise ffir die andern Porphyrine. H. Fischer 
hat  uns hier eine Anregung gegeben, dureh ,,Auswasehversuehe" even- 
tuell zu kl/~ren, inwieweit sieh die einzelnen Porphyrine in der St/irke 
ihrer ttinneigung zum Knoehengewebe unterseheiden. Ferner sollten 
wir die Hs spektroskopiseh mit  den Isourophyrin- 
knoehen vergleiehen und damit  priifen, ob eine Anderung im t{~mato- 
porphyrinmolekiil erfolgte und erst dadureh das Aufziehen hervor- 
gerufen wurde. Es w/~re denkbar, ,,dab der Organismus kleinste Dosen 
H/~matoporphyrin zweeks Entgiftung carboxyliert und so das Aufziehen 
herbeifiihrt und es wgre besonders interessant mit  Koproporphyrin die 
Injekt ion mit  kleinen Dosen viele Woehen hindurehzufiihren, weft bier 
alas Carboxylierungsresultat bereits bekannt  ist und es welter feststeht, 
dab in den Petryknoehen kein Koproporphyrin vorhanden ist, obwohl 
Pe t ry  sein ganzes Leben hindureh eine Koproporphyrinfabrik war." 

Auswaschversuche: Die Versuche wurden naeh den Angaben yon Fink folgender- 
mal]ea ausgefiihrf: Es wurden alle Porphyrinknochen je 1 Stnnde lang in 10%iger 
Sodal6sung gekocht. Dann wurden die LSsungen unter der Quarzanalysenlampe 
betrachtet und die gekochten Knochenstiicke mit nichtgekochten Teilen des 
gleichen Knochens veto gleichen Tier und mit Xnochen des Kontrolltieis ver- 
gliohen. 

Ergebnisse: 1. Isouroporphyrinknochen (Teile eines Schulterblat~es yon Hun4 
Nr. 14). Die LOsung fluoresciert nach dem Kochen rosa (sehwaohes Porphyrin- 
spektrum). Der gekoohte Knochen hat die leuohtendrote Fluorescenz weitgehend 
verloren; nur die tiefer gelegenen Teile des Knochens fluoreseieren schwach r6tlich. 
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2. H~tmatoporphy~inknochen (Teile yon Knochen -- Beckenschaufel und 
R6hroifl~nochen -- eiaes Hundes und Teile eines H~matoporphyrinkaninchen- 
knoehens). Die Knochen beider Tiere zeigten mM~ige Porphyrinfluorescenz, verloren 
aber, haupts~chlich beim Kaninchen, einige Tage nach der Yixierung zusehends 
ihre F~rbung im ultravioletten Licht. Beide Kochl6snnge~ fluoreseieren nicht. 
Die gekochten K~loehen zeigeu eine noch geringere Rosafluorescenz wie die nieht- 
behandelten Skeletteile. 

3. Von Tier 56, ttgmatoporphy~inmeerschweinchen aus l~eihe B 4, mit l%iger 
LSsung gespritzt, werden Xnochenteile nach Troeknen in der Sodal6sung gekoeht: 
Nach 1/2 Stunde t~itt eine deutliche Verst/~rkung der Fluorescenzerscheinungen sin, 
dis auch nach weiterem Kochen nach insges~mt 11/2 Stunden nicht wesentlich ab- 
genommen hat. Es war dis Fluorescenz dieser Sttickchen jetzt mindestens ebenso 
stark, we~m nicht stgrker als die der znm Vergleich teils in Wasser gebrachten, 
teils trocken gehaltenen Stfickchen. Dis weil~liche glasige Sbdal6sung ist triibe 
und fluore~ciert nicht. 

4. Bei den Auswaschveisuchen an den Knochen der Kopro- und Deuteropor- 
phyrinticIe, zeigte sich keine Fluorescenz im Waschwasser. 

AuBerdem konnten wir beobachten, dab unsere Entkalkungs]l~ssigkeiten (vgh 
folgenden Teil II), Triehloressigshure und Salpeters/~ure, ebenfalls aus Isouro- und 
H~matoporphyrinknoehsn den Farbstoff herauslOsen. Die Fli~ssigkeiten zeigten 
eine mehr und mehr zunehmende Porphy~influorescenz. Im Knochengewebe hatte 
diese dagegea deutlieh abgenommen. 

Zur Priifung der Affinit/~t des Uroporphyri~s zum Knoehensystem nahmen 
wit schlieBlich Auswaschversuche an den Knoehen eines Falls yon ,,Tierochronose" 
vor, in welehen dieser tierisehe porphyrische Farbstoff einwandfrei in gr6Berer 
1V[enge naehgewiesen war 1. Es wurden grebe Teile yon Knochen (vet allem 
Compacta) des betreffenden Rindes griindlich mit Alkohol und Xther sntfettet 
und in 10%iger SodalSsung, analog den obigen Versuchen, gekoeht. Die LSsung 
hatte nach dem Koehen sehr starke l~osafluoreseenz, welehe ein Porphyrinspektrum 
ergab. Die Porphyrinfluoreseenz der Skeletst~cke hatte dagegen deutlich abge- 
nommen. Sie war in den sehw/~eher gef/~rbten Teilen naeh dem Versuch sogar 
vSllig verschwunden. Schabt man aber die entf/~rbten Schiehten in etwa 1 mm 
Dicke ab, so treten die darnnterliegenden Teile mit prachtig refer Fluoreseenz 
neu zut~ge. 

Der spektroskopische Vergleich der I souroporphyr inknochen  mi t  den 
H/s  konnte  bei dem sehr schwer e rkennbaren  u n d  
schwachen Porphyrinf luorescenzspektrum,  das wir veto H~matopor-  
phyr inknochen  erhielten (s. oben), n icht  zur genauen Feststellung der Ar t  
des abge]agerten Porphyr ins  ffihren. Auch nach der chemischen Ver- 
a rbe i tung des t t~matoporphyr inmate r ia l s  zur Ex t r ak t ion  des Farbstoffes 
k o n n t e n  wir leider ke inen  spektrosko10isehen Naehweis des Porphyr ins  
erbringen.  Naeh unseren  Er fahrungen  miissen wir wohl annehmen,  dab 
das H/s in der Zeit nach der Skeletierung bereits zer- 
stSrt war. 

1Vfethode der Verarbeitung des H/~matoporphyrinl~oehens: 62 g verschrotete 
Knoehen (H/~matoporphyrinh~nd) wurden, naehdem sie dutch mehrt/~gige Behand- 
lung mit Alkohol/~ther im Soxhlet weitgehendst yon 1%tt befreit waren, mit 100 cem 
5%iger Salzs~ure iibergossen. Nach 14 Tagen wurde die L6sung abgegossen nnd 

Fink, H.: Z. physiol. Chem. 19~, 198; ~09~, 8. -- Vgh hierzu R. Fikentscher: 
Virehows Arch. ~9 ,  731. 
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Rfickstand erneut mit 100 ccm Salzs~tuxe behandel~. Dieselbe Operation wnrde 
noch zweimal wiederholt. Die vereinigten LSsungen wurden filtrier~ -- Farbe 
brgnnliehgelb ohne Fluorescenz -- und im Vakuum zur Trockene eingedampft. 
Es wurde auf verschiedenste Weise versneht, spektroskopisch den Nachweis der 
Anwesenheit des Porphyrins zu erbringen. 

a) Ein Teil des t~fickstandes warde in 5%iger Salzs~me aufgenommen und 
direkt spektroskopiert. I~ein Porphyrinspektrnm; lediglich sehr geringe Absorption 
ansgedehnt fiber den grOBten Tell des Bandes. 

b) Ein Teil des l~fiekstandes wurde in 10%iger H~S04 anfgenommen. Die 
unl6s]iehen Sulfate abfiltriert und das l~iltrat spektroskopiert. Ein Porphyrin- 
spekt~um war nicht zu erkennen. 

c) Ein Tell des Sa]zrfickstandes win-de mi~ Wasser aufgenommen, mit Essig- 
s~nre angesi~uert und mit ~ther ansgesehfittelt. In der ~theiisehen Schicht konn~e 
ein PorphyrinspektIum nicht festgestel]t werden. 

d) Eine weitere Portion wurde 2 Stunden am l~fiekfluBkfihler mit 1Viethyl- 
alkohol-Sehwefe]s~ure erhitzt. 1Naeh der Filtration wurde mit Chloroform ve~setzt 
und mit Wasser entmischt. Im Chloroform konnte das Spektrnm des 1V[ethylesteI-s 
nicht festgestellt werden. 

Das verschieden leichte Au / z i ehen  der einzelnen Porphyr ine  auf den 
Knoehen  ist wohl in sl0eziellen ehemisehen Konstitutionsverhi~ltnissen 
(Carboxy]grupl0en!) der einzelnen Farbstoffe,  vielleicht aueh in Ver- 
sehiedenheiten ihres physikalisch-ehemischen Verhaltens begrfindet. 
Einer  yon  uns ( f in~c)  hat  an anderer Stelle 1 hieriiber ausffihrlicher 
beriehtet. 

Zweifellos mfissen zur Kl~rung noch weitere Versuche in noeh gr6Berem 
MaBstab und unter  Verwendung einer noeh gr6fleren Anzahl  yon  ver- 
schiedenen Porphyr inen  bei gleich strengen Versuehsbedingungen (vgl. 
S. 766) durehgefiihrt  werden. 

II. Untersuchungen fiber die Porphyrinablagerung in den 
Wachstumszonen der jugendlichen Knochen. 

Ffir diese Aufgabe konnten  wir nur  Knochenmaterial ,  an  dem die 
Porphyr inf~rbung einwandfrei gelungen war, also das Skelet der Isouro- 
porphyrint iere  heranziehen. Dieses Untersuehungsmater ia l  lieferte sehr 
eindrucksvolle Bilder und sichere Ergebnisse. Wit  ftihren die gtinstigen 
Ergebnisse - -  wie schon angedeutet  - -  vor  a11em auf die A r t  unserer 

Versuchsanordnung - -  Heine, nur  allm~Lhlieh sieh steigernde P o r p h y r i n -  
gaben, verls Versuehsdauer - -  zurfick. Die oben genannten 
Autoren,  die sieh mit  experimenteller Knochenporphyrose  besch~ftigten, 
wurden wohl deswegen nicht  auf die sparer yon Schmor l  angeregte 
Frage  gelenkt, well die yon  ihnen verwendeten verh~ltnism~Big hohen 
Porphyr ingaben  den Knochen  allenthalben sehr stark f~rbten. Die 
Porphyr inablagerung war in unserem Material dagegen sehr viel geringer. 
Eventue]le Unterschiede in der St~rke der Porphyr inablagerung in den 
einzelnen Zonen muBten an unseren weniger ,,iiberf~Lrbten" Knochen  

1 Fink: Z. physiol. Chem. 197, 198. 
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naturgem/~g deut l ieher  zum Vorsehein kommen.  Die geringen 3/[engen 

des F~rbstoffes  lieBen sieh aber t ro tzdem sehr gut/Iuorescenzanoblytisch 

mi t  der beschriebenen makroskopischen und mikroskopischen Methode 
nachweisen und spektroskopisch identif izieren.  

Makroskopischer Be/und. 

Wir betrachten ans unserem Material zun/~chst Skelete, bei denen die h6chste 
Porphyrinablagerung erzielt werden konnte. Es handelt sieh also um einelt Teil 

b unserer kleineren Tiere, iKeersehweinchen und Kaninehen, 
vl die im Verh/~ltnis Zu ihrem K6rpergewicht sehr groBe Farb- 

stoffmengen erhielten. ])as sorgf/~ltig pr/~parierte Skelet, 
z. B. yon Isouroporlohyrinkaninchen 31 (645g; 0,047g 

<-a Is~176176176 zeigt im Tageslicht leicht 
mahagonibraune, yore Vergleichstier abweichende ~&rbung. 
Bei Betraehtung im ultravioletten Licht (jedes Rot ist ~us 
der Lichtquelle streng herausgefiltert) ]euchten alle Teile 
des knSchernen Systems tiefrot auf. Die Knorpelfiberztige 
fluorescieren mehr oder weniger blau (manchmal auch 
violett, wenn das Rot des darnnterliegenden Knochen- 
bezirks dureh die Knorpelzone durchdringt). ])as Periost 
erscheint matt blaugrau, nach seiner Abl6sung tritt  das Rot 
des Knochengewebes noch viel kr~ftiger zutage. Im Langs- 
sehnitt sieht man im l~Shrenknoehen die gesamte Spongiosa 
der Epi- and Metaphyse und die Compaeta der Diaphyse 
gleichmii[3ig stark fluorescierend. Das Xnoehenmark in Epi- 
und Diaphyse zeigt keine Porphyrinluminescenz. Der 
Epiphysenknorpel fluoresziert ebenfalls Nan. 

Abb. 1. Uvaehrom- Ganz im Gegensatz zu dieser in allen Kno~henbezirken 
Farb!ohoto im ultra- gleichm~ifiig stark auftretenden Pluorescenz lassen die groBen 
violetten Licht. Iso- VeIsuehstiere mit den verh~ltnism~Big kleinen Farbstoff- 
u r o p o r p h y r i n h u n d  I ~ ; 
Darchsehnitt 4urch gesumtmengen eine ganz verschieden stark~ Porphyrinablage. 
langen l~Shronkno- rung in den versehiedenen Zonen des Knochensystems er- 
chen. Die Compacta kennen. Diese Tiere sind also im Silme unserer Aufg~be 
(c), im unteren Bil4 nieht ,,fiberf/~rbt". ]3as Skelet z. ]3. des ttundes 14 weist 
y o n  i n n e n  gesehen ,  
fluoreseiert nur an el- im Tageslieht weder bei ~u~erer Betrachtung noch auf dem 
nigen Stellen der R&n- Durehschnitt eine abnorme F~rbung auf. Im ultravioletten 
tier, sons t  grSl~ten- L i e h t t r i t t e r s t n a e h A b s c h a b e n d e s n i c h t l e u o h t e n d e n P e r i o s t s  
teils bel diesem Kno- eine deutliehe, sch6ne l~osafluoreseenz auf. Die Knorpelfiber- ehen ~lberhaupt nieht. 

ztige sind aueh hier bl~ulieh gef&rbt. Im L~ngsschnitt des 
]angen l%Shrenknoehens (wie z. B. in Abb. 1) sehimmert der knorpelige Gelenkiiberzug 
und der Intermedi/~rknorpel im erregenden Lieht blau. Die an diesen Knorpelbezirk 
sieh diaphysenw/~rts ansehliegende Sehieht (Metaphyse) leuehtet kr/~ftigst rot auf (in 
Abb. 1 bei a), in geringerem MaBe aueh das unter der Gelenkfl~ehe befindliche 
Waehstumsgebiet der Epiphyse (z. B. Abb. lb). Von beiden Zonen aus nimmt die 
Porphyrinf~rbung gegen die iibrigen Knochenteile der Spongiosa bin allm~hlieh 
ab. ])as Gros der Knoehenb~lkehen in Epi- und Diaphyse weist sehlieBlieh iiberhaupt 
keine Porphyriiffluoreseenz mehr auf, die Knoehensubstanz leuehtet aur in ihrem 
gew6hnliehen Eigenlieht gra~griin. Die ziemlieh sehwaehe I~otlumineseenz der 
Compacts ist in manehen Pr~paraten in L~ngsstreifen angeordnet, zwisehen denen 
geringe fluoreseierende Sehiehten liegen. In manehen Durehsehnitten ist die 
Porphyrinfluoreseenz der Compaeta unter dem Periost am st&rksten. Die I~ume 
zwisehen den Spongiosab~lkehen und die MarkhShle der Diaphyse erseheinen 
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tiefschwarz. In den kurzen RShrenknochen luminesciert ebenfalls die Compacta 
nut leicht rosa, die ~ffetaphyse dagegen welt starker. Manehmal sieht man auch eine 
mittelstarke Rotfarbung in den subchondralen Teilen des Epiphysenknochenkerns. 
Sonst keinerlei PorphyIinfluoreseenz in diesen Knochen. Auch in den platten 
Knochen, so im Schulterblatt 1 und im Beckenknochen kann man im ultra- 
violetten Lich~ nach Wegschneiden der ganz schwach fluorescierenden, oberfl~ch- 
lichen Compactaschichten eine deutliche Rotf~rbung ira Gebiet der enchon- 
dralen Verkn6cherung, d.h. in der unter dem Knorpelrand befindlichen Zone 
wahrnehmen, w~hrend die fibrige Spongiosa die ,,normale" Knoehenfarbe zeigt. 

Bei Knochen yon Tieren, die sehr wenig Porphyrin erhielten, leuehten fiberhaupt 
nur die Wachstumszonen im ultravioletten Lichtl 

Von den H~matoporphyrinknochen lassen die platten Knochen, vor allem auch 
wieder das Schulterblatt eines Hundes, am besten erkermen, dal3 die Porphyrin- 
ablagerung in den einzelnen Zonen in gleicher Weise wie bei den Isouroporphyrin- 
tieren verteilt ist. Die Bilder sind bei der geringeren Porphyrinfluoreseenz hier 
ungleich weniger eind~ucksvoll. 

Wit fertigten yon einzelnen Knochenpr~para~en bei ultravioletter Lichtbe- 
strahlung Farbphotos nach dem Uvachromverfahren an. Natfirlich ist es hier nicht 
m6glich, die Aufnahmen fiir alle geschilderten Befunde zu bringen. Die Abb. 1 
und 2 zeigen aber wohl eindrucksvoll genug das Wesentlichste in unseren Bildern, 
die vorwiegende Porphyrinablagerung in den Gebieten stgr]csten Wachstums. Selbst- 
verstandiich ~rurde der FarbstoH spektroskopisch in der geschilderten Weise als 
Porphyrin sichergestellt. 

Mikros~opischer Be/und. 
Die Untersuchungen des mikroskopischen Brides mit der Borst-K6nigsdSr]/er- 

schen Methode erlaubte es, die Porphyrinablagerung in den einzelnen Zonen n~ther 
zu bestimmen. Die Herstellung yon Pr~paraten, die sich ffir unsere Aufgabe 
eigneten, machte groBe Schwierigkeiten. Um einen 4eutlichen und einwandfreien 
Befund erheben zu kSnnen, muB~en einmal die Schnitte sehr diinn sein, andererseits 
dufften die ursprfinglichen Ablagerungsverhi~ltnis~e in keiner Weise bei der 
Anfertigung des Untersuchungsmaterials gestSrt werden. 

Die Entkalkung~fliissigkeiten 16sen den Farbstoff aus unseren Porphyrin- 
knochen in der gleichen Weise, wie Borst-KSnigsdSr//er es an den Uroporphyrin- 
knochen festgestellt haben. Fiir die Untersuchung kormte also entkalkter Knochen 
im allgemeinen nicht verwendet werden. Am nichtentkallcten Material war es sehr 
schwer, Sehni~te yon einer GrSl~e zu bekommen, die es erlaubten, womSglich alle 
Zonen nebeneinander in demselben Pr~parat zu vergleichen. Wit versuchten 
zuns in Rasiermesserschnitten, Schliffen und feinstgefeilten Knochenpl~ttchen 
geeignete Objekte zu bekommen. In den Schliffen und Feilprgparaten waren die 
ursprii~glichen Ablagertmgsverhgltnisse verwischt. Unter ttunderten yon Rasier- 
messerschnitten bekamen wir einige werdge (yon kleineren, nieht allzu sprSden 
Knochen), die die Epi- und Diaphyse im Zusammenhang zeigten. SchlieBlieh 
konnten wir nach einer abgektirz~en Gelatineeinbettung und noch besser nach einer 
abgekiirzten Celloidineinbet~uag auch mit dem G~friermikrotom brauchbare Pr~- 
parate erha]ten. (Wir batten selbstverstandlich zuvor fesSgestellt, dab die kurze 
Alkohol und Celloidineinwirkung die Porphyrinablagerung nieht verandert hatte.) 

Die erhaltenen Schnitte waren teilweise so dfirm, da~ wir im  ungefarbten 
Praparat deut]ich die Knochenzellen mit ihren Ausl~ufera sehen konnten. Im 
gef~rbten Objekt lie~en sich alle wesentlichen Zellstrukturen sichtbar machen. 

Wir konnten auch yon platten Knochen eindrucksvolle Farbphotos anfertigen, 
die eine ganz analoge Porphyrinablagerung erkennen lassen, deren Abdruek aber 
infolge der hohen Reproduktionskosten ]eider unt~rbleiben innate. 

Virchows 2~rchiv. Bd. 287, 51 
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Am unentkalkten (!) ungef~rbten Schnitt waren lediglich die 0steoids~umo schwer 
zu erkonnen. An gef~rbten Vorgleichsschnitten (die selbstverst~ndlich immer yon 
demselben Knoehen gefertigt waren) liegen sich nach regelrechter Einbettung mit 
den geeigneten Spezialf~rbungen (z. B. Ammoniak-Carminfarbung nach Schmorl, 
Kossa-Silberimpr~gnation, mit und ohne Nachf~rbung) die fraglichen Strukturen 
festlegen. 

~kbb. 2. Unentkalkter ,  ungef~rbter Sehnit t  dutch die Epi4iaphysenzone des Femurs 
eines Isouroporphyrinkaninehens (Tier 31). Bild im ul t rav io le t ten  Liehtstrahlengang 

(Kupfersulfat Schwarzglasfilter), ira K6nigsd6r]fersehen Spektralanalysenmikroskop 
betraehtet .  Dunkelfel4. Vergr. etwa 300faeh. 

Die so gewonnenen Pr/~parate eigneten sich nun tats/ichlich sehr gut 
fiir die fluoreseenz-mikroskopisehe Untersuehung. Besonders sehSne 
Bilder bekamen wir z. B. veto Kaninehenfemur (Tier 31) (vgl. Abb. 2). 

Im ultravioletten Strahlengang (jedes Rot  ist im erregenden Licht 
natiirlieh wieder streng herausgefiltert I) erscheint am besten bei Beob- 
achtung im Dunkelfeld eine pr/ichtige Prim/ir-Rotfluorescenz im Knoehen- 
gewebe. Bei eingehenderem Studium, bei welehem vor allem die Leucht- 
erscheinungen im Untersuehungssehnitt dureh vergleiehende Betrach- 
tungen mit dem tt/s gef/~rbten Vergleiehssehnitt (Abb. 3). 
lokalisiert werden miissen, 1/iBt sich folgendes feststellen: Gebiet des 
ruhenden, des wuehernden und des Ss porphyrinfrei. Im 
Bereich der provisorisehen Verkalkungszone, def t  we die erste Kalk- 
ablagerung in die Knorpelgrundsubstanz stattfindet, Porphyrinfluorescenz. 
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Die verkalkten Knorpelpfeiler leuchten besonders stark rot auf. Stellen- 
weise auch bei starker VergrSSerung eine Rotf/~rbung einiger Quer- 
balken. Im Bereich der vordringenden Gef/~Be, um die prim/~ren ~ark-  
r/s herum, werden die leuchtenden Teile immer breiter. Die ganze 
verkalkte Knorpelgrundsubstanz porphyrinhaltig. Die Knoehenb/flkehen 
im oberon Bereieh der Metaphyse teilweise ganz, teilweise nur in der 
Mitre und am Rand gef/~rbt. Noeh welter gegen die Diaphyse hin hat  

A b b .  3. IEon t ro l l s chn i t t  zu  S c h n i t t  A b b .  2 I t & m a t o x y l i n - E o s i n f a r b u n g .  
I m  Tages l ivh t  b e t r a c h t e t .  ~rergr.  e t w a  3 0 0 l a t h .  

man den Eindruek, als ob manchmal rote l~/s die Knochenbitlkchen 
umschliel~en, derenInneres rote feine Streifen zeigt. Diese Erseheinungen 
nur bei starker Vergr6Berung erkennbar. Die zwischen dem Knoehen- 
gewebe befindlichen Knoehenmarkszellen und BlutkSrperchen fluores- 
cieren nieht. 

Ganz &hnliche Verh&ltnisse im Epiphysenbereich. Die Wachstumszono unter 
dem Gelenkknorpel zeigt die gleichen Porphyrinbefunde wie in der provisorisehen 
Verkalkungszone der Epidiaphyse. Die sich an die Wachstumszone anschliel~enden 
Spongiosab~lkchen der Epiphyse leuchten ebenfalls in gleicher Weise wie die in der 
Diaphyse. Eine epiphysenwi~rts an den Intermedii~rknorpel sich anschlieBende 
Wachstumszone, wie sie Schmorl fiir mOglicherweise bestehend annimmt, kormtea 
wir bei der Porphyrinuntersuchung nicht erkemlen. 

Von den Beftmden an den iibrigen Schnittbildern sei nur noch das Wesentlichste 
hervorgehoben: In den Pr&paraten yon l~5hrenknochen der Isouroporphyrinhunde ist 
ganz allgemein die Fluorescenz der Knochenb~lkchen geringer. Die Rotluminescenz 

51" 
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setzt in der provisorischen Verkalkungszone erst dort ein, wo gegen den IEnorpel 
vordringende Blutgefi~l~e deutlich zu erkermen sind und die verkalk~e Knorpelgrund- 
subs~anz Scheidewande zwischer~ den ~arkraumen bildet. Eine sti~rkere Porphyrin- 
ablagerung aber ers~ in den Knochenbi~lkchen der Metaphyse, in denen ausschlie$1ich 
nur die mittleren Teile, nicht die Randabschnitte, rot leuchten. Weiter diaphysen- 
warts die Bi~lkchen in ihrer ganzen Ausdehnung yon der Luminescenz erf~flt. Gegen 
den Markraum nimmt dana die Porphyrinluminescenzst/~rke mehr und mehr ab. 
Ebenso leuchtet der iiberwiegende Tell der Epiphysenspongiosa nicht. Nut im 
Gebiet der subchondral gelegenen provis0rischen VerkMkungszone ist in den 
mittleren Teilen der jungen KnochenbMkchen, in der eingeschl0ssenen verkalkten 
Knorpelgrundsubstanz, eine Porphyrinablagerung erkennbar. 

Auch in den Hundeknochen konn~en wit die Osteoidsi~ume nicht mi~ Sicherheit 
auf Porphyrh~gehal~ prfifen. Anscheinend sind sie porphyrinfrei. Die jiingsten, 
kalklos angelagerten Knochensi~ume sind --  sowei~ wit sie iiberhaupt zu erkermen 
verm6gen (s. o.) --  manchmal in die ro~e Fluorescenzs~rahlung mit einbezogen. 
Wir halten solche Erscheinungen abet lediglich ftir t)berdeckunger~ durch benach- 
barte starker fluorescierende kMkhaltige Partien. 

An der Compacta sahen wit teilweise die lame11(ise Schich~ung der fluor- 
escierenden Bezirke (s. o.) ~. In  manchen Pr~p~raten war die Porphyrinluminescenz 
unter dem Periost (perios~ales Wachstum !) am s~arksten. 

Der Farbstoff ist, wie die Untersuchung aller Schnitte ergab, diffus im Knochen 
abgel~gert. Ein k6rniges Pigment kann man nicht nachweisen. Die Prtifung auf 
sekundi~re Fluorescenz - -  Aufl6sung morphologisch faSbarer Farbstoffmengerr --  ist 
nirgends gelungen. 

Die Fluorescenz wurde auf Grund tier Spektralanalyse ira Gewebe direkt, am 
chemiseh unbeeinflu~ten Knochen als Porphyrinfluorescenz erkann~. 

Zusammen/assung und Deutung der Be/unde yon II. 

W i t  huben  Schmorls Anregung  aufgenommen.  Bei  unseren Unte r -  
suchungen k a m e n  wir  haupts~chl ich  zu folgenden Ergebnissen:  

Unsere  Versuchsanordnung  f i ihr te  zu einer deut l ich  e rkennbarcn ,  
verschieden starken Porphy r inab l age rung  in den einzelnen Gebie ten  des 
wachsenden  Knochens .  Dieser  Befund  s teht  im Gegensatz  zu den  
bisherigen,  bei  exper imente l le r  Knochenporphyrose  erziel ten Bi ldern :  
I n  den  , ,n ich t i iber fgrb ten"  Knochen  war  eine ganz i iberwiegende Por-  
phy r inab l age rung  im Gebie t  des s tg rks ten  Wachs tums ,  in den  R6hren-  
knochen  also vor  ullem im Gebie t  der  ) /[etaphyse,  in ger ingerem 7Y[al~e 
auch in  der  un t e r  der  Gelenkfl~che bef indl ichen Wachs~umszone der  
E p i p h y s e  ~estzustellen. Von beiden Zonen aus  n i m m t  die Po rphyr in -  
fgrbung  gegen die fibrigen K n o c h e n p a r t i e n  hil l  ab.  Auch  in den  p l a t t e n  
Knochen  ist  die meis te  t?orphyrinf luorescenz in den Gegenden s t~rks ten  
Wachs tums ,  den  subchondra l  gelegenen Teilen, zu beobachten .  Bei  
Knochen  yon  Tieren,  die sehr wenig P o r p h y r i n  erhiel ten,  leuchten  
f ibe rhaup t  nur  die W a c h s t u m s z o n e n  im u l t r av io l e t t en  Licht .  Bei ,,fiber- 
fg rb t en"  Tieren (einem Tell  unserer  kle inen Versuchstiere)  wurden  diese 

1 A1ff die Ablagerung des F~rbstoffes in Schichten und die Griinde dieser viel 
er6rterten Elscheinung (in Schfiben erfolgende Anl~gerung ?, teilweiser Wieder- 
abbau des Porphyrins ?) soll im 1%ahmen unserer A~gabe nicht eingegangen werden. 
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Unterschiede in der Porphyrinverteilung in den einzelnen Zonen nich~ 
deutlich. Die zum Teil sehr geringen Mengen des abgelagerten Porphyrins 
lieBen sieh mit  der angewandten Methode gut nachweisen und spektral- 
analytisch sieherstellen. 

Bei der Untersuehung mit  der Borst-KSnigsd6r/fersehen Methode 
konnte im mikroskopischen Bild ein Porphyrinbefund im Knochen 
immer dort erhoben werden, wo auch Verkalkung stattgefunden hatte. 
Es war auch ganz einwand/rei im Knorpel eine Porphyrinablagerung 
nachzuweisen, freflich nur an jenen ganz umschriebenea Stellen der 
provisorischen Verkalkungszone, an welehen die Verkalkung der Knorpel- 
grundsubstanz eingetreten war (verkalkte Knorpelgrundsubstanzpfeiler, 
verkalkte Knorpelgrundsubstanzeinschlfisse). 

Aus unseren Untersuehungen geht jede)~falls hervor, daft in den 
Wachstumszonen des Knochens die stdrkste Porphyrinablagerung zu /inden 
ist und daft eine ausgesprochene Verwandtscha/t des Farbsto//es gerade zu 
kalkhaltigen Teilen des Knochens besteht. Die der Verkcdkung anheim- 
]allenden Bezirke, Knochen- wie Knorpelteile, verhalten sich also gewisser- 
maflen in unseren Versuchen als ,,Porphyrin/iinger". 

Weitere Schlfisse wagen wir nicht aus diesen Befunden zu ziehen. 
Die schon von Derrien aufgeworfene Frage, ob es sich bei dieser Porphyrin- 
ablagerung lediglich um eine passive Durchtr~nkung des Gewebes, in 
dem die Knochenbildung sich vollzieht, handelt, oder ob dem Farbstoff 
bei diesem Vorgang eine physiologische Rolle zukommt,  ist noch ungekl~rt. 

Es erscheint uns zun~chst wichtig, auch die normalen jugendliehen 
menschlichen und tierischen Knochen in ihren einzeluen Waehstumszonen 
auf Porphyrin mit  den yon uns angewandten Methoden (vor ahem 
fluorescenz-mikroskopisch) zu untersuchen. Eine solche Untersuchung 
wird allerdings bci der sehr geringen lV[enge des hier zur Beobachtung 
gelangenden Porphyrins nicht leicht durchzuffihren sein. 
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