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(Eingegangen am 18. August 1932.)

In der Forschung nach dem Vorkommen, der Art und der Funktion
der Porphyrine gehéren die Untersuchungen iiber die auffallende Be-
ziehung gewisser ,matiirlicher™ Porphyrine zum Knochensystem wund
anderen kalkhaltigen Organen mit zu den wichtigsten Aufgaben. Diese
Beziehung zeigen wohl am eindrucksvollsten die Befunde an Knochen
und Zahnen bei jener seltenen KErkrankung der menschlichen ange-
borenen Porphyrie. Auch bei Tieren kennen wir jetzt einen dhnlichen
Krankheitsvorgang; bei der sog. Osteohdmochromatose der Tiere (oder
,,Tierochronose) konnte der im Skelet und Gebill abgelagerte Farb-
stoff — erst in jiingster Zeit — einwandfrei als Porphyrin identifiziert
werden. Wichtiger noch als diese pathologischen Befunde erscheinen die
physiologischen Zusammenhinge zwischen dem Porphyrin und den
genannten Geweben und Organen. Es darf jetzt als feststehend gelten,
daB Porphyrin normalerweise, wenn auch nur in geringen nachweisbaren
Mengen, in den Knochen und Zihnen wachsender Tiere vorkommt.
Ferner wurde Porphyrin in Schalen der Eier und Muscheln und in anderen
kalkhaltigen tierischen Organen nachgewiesen. Die physiologischen
Porphyrinbefunde zeigen also einmal eine auller Zweifel stehende Be-
ziehung zum jugendlichen, noch nicht ausgereiften Skeletsystem, sie
lassen zum anderen vermuten, dafl den porphyrischen Farbstoffkérpern
bei den Verkalkungsvorgingen des Organismus eine besondere Rolle
zufiallt. Damit tritt die Frage nach der Bedeutung des Porphyrins bes den
Wachstumsvorgingen im Skelet in den Vordergrund des ganzen Aufgaben-
kreises.

1 Vgl. vorlaufige Mitteilung. Klin. Wschr. 10, 2036 (1931).
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Eugen Fraenkel® hat als erster versucht, am Tier durch Einverleibung von
Porphyrin eine kiinstliche Porphyrie zu erzeugen und hierbei vor allem die
charakteristische, ausgesprochene Elektivitdt des Farbstoffes fiir Knochengewebe
unter Beweis zu stellen. Es gelang ihm durch Einspritzungen eines aus dem Harn
des Porphyriekranken Petry gewonnenen Porphyringemisches?! eine Ablagerung
des Farbstoffes im Skeletsystem der jugendlichen Versuchstiere zu erzielen. Je
nach der Hanfigkeit und Menge der Einspritzungen waren die Knochen mehr oder
weniger rot oder braunrot, die Zahnkronen bis kirschrot gefarbt (das Knorpelgewebe
und der Schmelz der Zihne waren farblos). An den ausgewachsenen Tieren konnte
dagegen im Versuch keinerlei entsprechende Farbung — abgesehen von einer
leichten Tonung des Gebisses — festgestellt werden. Die Verwandtschaft gerade
zum jugendlichen, sich neubildenden Knochen ging noch deutlicher daraus hervor,
dall Fraenkel im frischen Callusgewebe von kiinstlich gesetzten Knochenbriichen
eine Porphyrinablagerung auch bei ausgewachsenen Tieren, deren ganzes tibriges
Skelet ungefiarbt blieb, erreichte.

Weitere Versuche mit Porphyrineinspritzungen wurden vor allem von Hans
Fischer und auf dessen Veranlassung in gréBerem Umfange von Hans Konigs-
dorffer ausgefithrt (in der gemeinsamen Arbeit von Borst-Konigsdorffer). Die
Ergebnisse ihrer Untersuchungen bestatigten die oben angefiihrten Feststellungen
EB. Fraenkels; doch konnte eine Farbstoffablagerung im jugendlichen Skelet nur
mit Uroporphyrin erzielt werden; bei Einspritzungen mit anderen natiirlichen
(Kopro-Ooporphyrin) und kiinstlichen Porphyrinen (Hamato-Mesoporphyrin) trat
keine Farbung auf. ,,Weder mit spektralen (Absorptions- und Fluorescenzspektro-
skopie) noch mit chemischen Methoden lieflen sich die genannten Porphyrine in
freier Form oder in Form von Komplexverbindungen nachweisen.” Nach den
Ergebnissen H. Fischers und Konigsdorffers besitzen also nicht alle Porphyrine das
Vermdogen, ,,auf den Knochen aufzuziehen®, nur dem Uroporphyrin und — wie
aus einer weiteren Angabe H. Fischers? hervorgeht — dem Isouroporphyrin
kommt jene Eigenschaft zu.

Diesen Feststellungen stehen neuerdings die Beobachtungen M. Hammers
entgegen. Er berichtet, mit Hamatoporphyrin (aus Rinderblut nach Willsiditter
dargestellt) eine starke Féarbung der Knochen und Zihne von jungen Ratten,
Meerschweinchen, Kaninchen und Hunden erzielt zu haben. Die Wirkung des
Hamatoporphyrins trat anscheinend im Unterschied zum Uroporphyrin erst nach
mehrmaliger Einspritzung ein. Im iibrigen konnte auch Hammer die wesentlichen
Beobachtungen der fritheren Forscher hinsichtlich der Elektivitat des Farbstoffs
gegeniiber dem jugendlichen Knochengewebe bestitigen. Auf die speziellen Unter-
suchungen Hammers an den Zihnen (,,Uberdeckung® oder Wiederahgabe des abge-
legten Porphyrins) soll im Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen werden. Vor
kurzem hat H. Pfliger an den Zahnen junger, porphyringespiitzter Hunde den
Porphyringehalt des Dentins mit dem Luminescenzverfahren nachgewiesen und
daraus auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Dentins geschlossen 3. SchlieSlich
muf} die experimentelle Arbeit van Leersums hier angefithrt werden. wvan Leersum
will eine kiinstlich erzeugte Rachitis von Ratten durch Porphyiineinspiitzungen
geheilt haben. Gerade. diese Angabe lenkt unser Augenmetk auf die bei der

1 E. Fraenkel spricht in seiner Arbeit bei den Porphyrinbefunden noch ganz
allgemein von , Hamatoporphyrin“. Nach der nunmehr eingetretenen Unter-
scheidung der Porphyrine kann diese Bezeichnung nicht gleichgesetzt werden
dem speziellen Korper ,,Haématoporphyrin® aus der Gruppe der kiinstlichen
Porphyrine.

2 Fischer, H.: Liebigs Ann. Chem. 457, 101 (1927).

¢ Porphyrinuntersuchungen an Zihnen — ohne vorherige Porphyrineinsprit-
zung — wurden in letzter Zeit auch von St. Loos ausgefiihrt.

50*
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Rachitis vor allem erkrankten Teile des Knochens, auf die Wachstumszonen
und ihre méglicherweise besondere Beziehung zum Porphyrin.

Von den genannten Forschern wurden — soweit aus ihren Arbeiten hervorgeht —
besondere Untersuchungen iiber kiinstlich erzielte Porphyrinablagerung gerade in
den Wachstumsgebieten der jugendlichen Knochen nicht vorgenommen. Derrien,
dem wir vor allem die ersten morphologischen Kenntnisse iiber die physiologischen
Porphyrinbefunde im Kérper verdanken, hat allerdings schon ausgesprochen, daf
die Porphyrinauinahme im wachsenden Skelet gerade im Bereich der ,,uktiven‘
Knochenbildung festzustellen sei (am Schédelknochen der Ratte z. B. dort, wo die
Verknécherung einsetze). G. Schmorl hat nun angeregt, die Beziebungen des
Farbstoffes zu den einzelnen, fiir die Knochenbildung so wichtigen Gebieten néher
zu erforschen und dabei woméglich die ,,kalklos apponierten jiingsten Knochen-
schichten®* und die verkalkten Kwnorpelieile der provisorischen Verkallbungszone auf
Porphyringehalt zu priifen. (Bekanntlich wurde der Knorpel sowohl bei der
Porphyrinerkrankung des Menschen und der Tiere wie auch bei der im Tierversuch
erzeugben Porphyrie ungefarbt befunden.) Schmorl hat selbst Untersuchungen
iiber diese Frage angestellt. Bei dem ihm zur Verfiigung stehenden Material konnte
er aber seine Ergebnisse nicht zu sicheren Schliissen verwerten. Er weist dabei vor
allem auf die Schwierigkeit in der Deutung der Befunde hin und betont die
Notwendigkeit, fiir diese Arbeiten die hierzu geeigneten Spezialmethoden heran-
zuziehen. Schmorl hat lediglich die Vermutung ausgesprochen, dafB die Starke
der Porphyrinfirbung von der Wachstumsenergie der einzelnen Zonen abhangig
ist und. daB in den Verkalkungszonen, in welchen stérkstes Wachstum stattiindet,
weniger Porphyrin abgelagert wird, weil hier die rascheste Gewebseinschmelzung
stattfindet.

Wir haben die Schmorlsche Anregung aufgenommen, die Porphyrin-
ablagerung gerade in den Wachstumsgebielen des jugendlichen Knochens
zu prifen. Gleichzeitig haben wir damit die Aufgabe verbunden, durch
Einspritzung wverschiedenartiger Porphyrine die oben angefithrte, um-
strittene Frage der Beziehung der einzelnen Porphyrine zum Knochen-
system einer moglichen Klirung zuzufithren.

Experimenteller Teil.

Unsere Versuche wurden an groferen Reihen von wachsenden Meer-
schweinchen, Kaninchen und Hunden vorgenommen. Soweit es uns
irgendwie moglich war, wurden fiiv vergleichende Beobachtungen Tiere,
die von ein und demselben Wurf stammten, gewahlt und gleichzeitig,
mioglichst auch mit gleichen Mengen der einzelnen Porphyrine, gespritzt.

Fir alle Versuche hatten wir die entsprechenden Vergleichstiere ab-
gesondert, da wir einerseits einen Malistab fir Wachstum und Ge-
deihen, andererseits einen Vergleich zur physiologischen Porphyrie der
neugeborenen und ganz jungen Tiere haben muBiten.

Man kann den physiologischen Porphyringehalt im frithen Lebensalter der Tiere
bekanntermafien meist sehr schén daran erkennen, daB die Zahne im ultravioletten
Licht eine Rosafluorescenz zeigen. Zum exakten Porphyrinnachweis mull aber
auch hier moglicherweise die spektrale Analyse herangezogen werden. (Wir werden
darauf spéter noch zuriickkommen.)

Einspritzungs- und Vergleichstiere wurden unter.gleichen Bedingungen ernahrt
und gepflegt.
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Die fiir unsere Untersuchungen nétigen Porphyrine verdanken wir Hans Fischer.
Zur Verwendung gelangten natiirliche und kiinstliche Porphyrine (Koproporphyrin,
Héamatoporphyrin, Deuteroporphyrin und Isouroporphyrin). Auflerdem stand
uns ein Rest von Uroporphyrin ,,Petry‘ zur Verfiigung:

Zu unseren Einspritzungen stellten wir Farblosungen folgender Konzentrationen
her:

A. Isouroporphyrin:

1. eine 1,0%ige NaH CO;-Losung mit einem Porphyringehalt von 0,29,
2. ,, 0,2%ige NaOH-Losung " . - 5 1,0%,
3. ., 0,5%ige NaOH-Losung ’ " ’ 5 2,0%0
4. ,, 1,0%ige NaHCO;-Losung ,, - " s 4,0%
B. Himatoporphyrin:
1. eine 1%ige KHCO,-Losung mit einem Porphyringehalt von 19/,
2. ,, 1%ige KHCO;-Losung , . " 5 3%
3. ., 1%ige KHCO;-Losung ,, ” ” s BYget

C. Koproporphyrin:
1. Eine NaOH-Losung mit einem Porphyringehalt von 19/, (Farbstoff in
1 com einer 1%igen NaOH-Losung verseift, restliche Verdiinnung mit Aqua dest.).
2. KOH-Lésung mit einem Porphyringehalt von 49, (Farbstoff in 1cem
/50 n KOH verseift und mit Aqua dest. verdiinnt).

D. Deuteroporphyrin:
1. eine 1%ige NaHCO,-Losung mit einem Porphyringehalt von 0,59,
2. eine 1%ige NaHCO;-Losung mit einem Porphyringehalt von 1,0%,

E. Uroporphyrin ,,Petry*.

Die alte Losung wurde mit Eisessig gefallt und der Niederschlag mit 1%igem
NaHCO, zu einer Losung mit einem Porphyringehalt von 19/, verdiinnt.

Alle Losungen wurden sorgfaltig filtriert, im Dampfbad bei 100° 30 Min. lang
erhitzt und keimfrei unter LichtabschluB verwahrt. Einen schidigenden EinfluB
der Sterilisation auf die Farbstofflosung konnten wir in keinem Fall feststellen.
Als Einspritzungsnadeln verwandten wir Kaniilen aus verchromtem Stahl.

Die Meerschweinchen wurden vom 3. Tag an, die Kaninchen vom 17. Tag an
und die Hunde vom 15. Lebenstag an subcutan (zumeist unter die Bauchhaut)
gespritzt.

Die Porphyrinkonzentrationen der Losungen und die Porphyrinmengen bei
den einzelnen Einspritzungen wurden von uns absichtlich sehr niedrig gehalten:
Die Einzelgaben schwankten im allgemeinen von 0,0001 g bis 0,005 ¢ Porphyrin
als Hochstgabe. Zu Beginn eines Versuches wihlten wir die geringsten Gaben und
erst gegen Ende — wenn das Versuchstier alter und schwerer geworden war —
iberschritten die Farbstoffmengen bei der Einspritzung 1mg. Um aber eine
gentigend starke Porphyrinablagerung im Organismus zu erzielen, muBten wir
bei der Kleinheit der Einzelgabe die Gesamtzahl der Injektionen steigern (50 bis
70 pro Versuch) und — da die Tiere in der Mehrzahl téglich nur eine Kinspritzung
erhielten — den Versuch {iber lingere Zeit ausdehnen. Fraenkel verwendete fiir seine
Versuche Sodalosungen, die teils 0,6%, teils 1% Farbstoff enthielten. Kdinigs-
dorffer * nahm 1%ige Farbstoffldsungen in n/100 Kalilauge und injizierte 2—3mal
wochentlich 0,3—0,6 cem. Hammer spritzte taglich 0,5—2cem einer diinnen

1 Bei einer zweiten Serie von Hamatoporphyrineinspritzungen verwandten wir
eine 1%ige Hamatoporphyrinlgsung, als Ldsungsmittel eine 1%ige Sodalésung.

2 Es s=i auch an dieser Stelle Herrn Dr. Kénigsdorffer gedankt, daB er uns
Einsicht in seine Niederschriften nehmen lie8.
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wasserigen Sodalosung mit 0,6—1% Hamatoporphyringehalt. fm Vergleich zu den
genannien Verfassern haben wir also wesentlich kleinere Farbsioffkonzentrationen fir
die Einspritzungen gewdhlt — die Losungen enthielten im allgemeinen /iy und noch
weniger der bisher bewiiizten Porphyrinmengen — wund dafir die Versuchsdauer
verliingert. Diese Anwendung hat sich vor allem fiir unsere Untersuchungen iiber
die Porphyrinablagerung in den einzelnen Wachstums-Zonen des Knochens sehr
vorteilhaft erwiesen.

Durch die kleinen Porphyringaben wurden anscheinend auch schwerere Gift-
schadigungen der Tiere vermieden, wie sie bei starken Konzentrationen schon
wiederholt beobachtet wurden. Die Keimfreiheit der Einspritzungsflissigkeit und
die Verwendung geeigneter Losungsmittel hat sich wohl auch férderlich ausge-
wirkt. (Wir haben in einem Versuch erprobt, welche Konzentrationen der alkalischen
Flissigkeiten am besten vertragen wurden.) Wochenlang gediehen die Versuchs-
tiere in gleicher Weise wie die Vergleichstiere. Erst dann machten sich zuweilen
Wachstumshemmungen bemerkbar, vor allem bei den ,,Deuteroporphyrintieren‘‘.
Im #ibrigen lieBen auch diese Tiere keine sonstigen Schadigungen erkennen. Ver-
schiedene Porphyrintiere (fast alle Hunde, einzelne Kaninchen und Meerschweinchen)
nahmen so regelméBig zu wie die Vergleichstiere. Wir haben alle Tiere im diffusen
Tageslicht gehalten. Photosensibilisierungsversuche wurden nicht ausgefiihrt.

Fiir unsere Aufgabenstellung konnten die Beobachiungen am lebenden
Versuchstier nur in geringem MaBstab herangezogen werden. Die Rosa-
und Rotfarbung der Zahne bei Bestrahlung im ultravioletten Licht gab
zwar einen gewissen Anhaltspunkt dafiir, ob das gespritzte Porphyrin ,,auf-
gezogen' war. Jedoch ist die Abgrenzung gegen den physiologischen
Porphyringehalt der Zahne (s. oben) unter Umstanden nicht leicht. Nur
wenn beim Versuchstier eine deutlich stéirkere Fluorescenz gegeniiber
dem zugehorigen Vergleichstier festzustellen war — in den spiteren
Monaten der Versuchsdauer waren die Zidhne der Vergleichstiere sogar
meist schon ,entfarbt” — durfte eine kiinstlich erzielte Ablagerung
des Farbstoffes angenommen werden. Es laft sich aber unseres Erachtens
keineswegs aus solchen Befunden eine sichere Diagnose stellen. Noch
weniger beweisend fir eine Porphyrinablagerung ist — wenn nicht
sehr starke Farbstoffkonzentrationen eingespritzt wurden — die Rot-
und Rotbraunfirbung der Zihne ber Betrachtung im Tageslicht. Wir
konnten — auch an nichtgespritzten Tieren — beobachten, wie sehr die
Farbténungen an den Zihnen gleichalter Tiere, ja sogar bei ein und
demselben Tier innerbalb- weniger Tage wechseln kénnen. AuBerdem
zeigten bei den Meerschweinchen die Oberzéhne schon bald nach der
Geburt schmutzig-braunrote Verfarbungen, die im Tageslicht eine
Porphyrinablagerung vortduschen kénnen, bei ultravioletter Licht-
bestrahlung aber eine eventuell vorhandene Fluorescenz tiberdecken.
Auch E. Fraenkel weist auf die Schwierigkeit einer Diagnosestellung am
Gebifl des lebenden Tieres hin.

Somit konnten allein die Unlersuchungsbefunde am skeletierten Trer
ausschlaggebend sein fiir die Beantwortung der Aufgabe. Xs muSte
eine mogliche Verinderung oder Schidigung des abgelagerten Farb-
stoffes bei der Praparation vermieden werden und ein einwandfreies
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Verfahren fiir den Porphyrinnachweis im Untersuchungsmaterial ge-
fordert worden.

Das Freilegen der Skeletteile erfolgte deshalb ausschlieflich mit Messer, Schere
und Pinzette, ohne Zuhilfenahme chemischer Agentien, die auf die porphyrischen
Farbstoffe hatten einwirken konnen. Die Priparate waren, wenn sie nicht sofort
untersucht wurden, teils in trockenem Zustand, teils in 96%igem Alkohol oder

“in 10%igem Formalin unter Lichtabschluf aufbewahrt.

Fir die Untersuchungen der Skeletteile auf porphyrische Farbstoffe
gelten dhnliche Gesichtspunkte wie fiir den Nachweis des Farbstoffes
in den Zihnen. Eine rote oder rotbraune (oft mahagonibraune) Farbung,
wie sie porphyrinhaltige Knochen bei Betrachtung im Tageslicht aunf-
weisen, laBt keineswegs von vornherein den Schlull zu, dafl es sich
wirklich um eine Porphyrinablagerung handelt. Nicht selten kénnen,
was uns auch H. Fischer bestitigte, ,,normale’ Tierknochen eine rétlich-
braune Firbung zeigen und durch Verfarbungen irgendwelcher Art zu
falscher Deutung Anlall geben. Nur bei ganz eindrucksvollen Befunden
und deutlichen Unterschieden gegentiiber dem Vergleichsmaterial wird
man die makroskopische Betrachtung im Tageslicht zur Diagnosestellung
heranziehen diirfen. Mt Sicherheit kann freilich nur dann eine Porphyrin-
ablagerung angenommen werden, wenn der Farbstoff mit chemischen
oder spekirochemischen Methoden sichergestellt ist. So hat auch E. Fraenkel
das abgelagerte Porphyrin exakt (durch Schumm) nachweisen lassen.

Wir verwendeten fiir unsere Untersuchungen vor allem auch die Luminescenz-
analyse, die schon Derrien zu Erkennung der physiologischen Porphyrine im Tier-
korper herangezogen hatte. Die bekannten, sehr eindrucksvollen Fluorescenzen
der Porphyrine bei Bestrahlung im ultravioletten Licht liefern im Spektroskop
charakteristische Emissionsbhanden, welche eine sichere Diagnosestellung erméglichen.
Da sich durch die Luminescenzanalyse gerade auch die geringen Porphyrinkonzen-
trationen nachweisen lassen, mufite sich diese Untersuchungsmethode fiir unsere
Versuche, in denen kleine Farbstoffkonzentrationen zur Verwendung kamen,
besonders eignen. So konnten wir im Licht der Hanauer Quarzanalysenlampe
deutliche Rotfluorescenzen auch dann noch feststellen, wenn das porphyrinhaltige
Skeletstiick in gewthnlichem Licht keine von dem Vergleichsstiick abweichende
Farbtonung zeigte. Der physiologische Porphyringehalt der Knochen kann ebenfalls,
wie der der Zihne, eine schwache Luminescenz liefern. Der Unterschied in der
Leuchtstirke gegeniiber der kiinstlich erzielten Farbstoffablagerung ist aber schon
nach einigen Tagen der Versuchsdauer bereits sehr stark. Auflerdem verschwindet
diese ,,physiologische’ Luminescenz in den spateren Wochen des Wachstums.
Beim stidndigen Vergleich mit Vergleichstieren 146t sich also eine Fehldiagnose
leicht ausschlieflen.

Die Schnittprdparate wurden nach dem Borst-Kdonigsdorffer-Verfahren mittels
eines Spektralanalysenmikroskops® untersucht. Gerade die Aufgabe, die einzelnen

1 Das von Konigsdorffer angegebene Spektralanalysenmikroskop wird von
der Firma (. Reichert, Wien, hergestellt. Es hat neuerdings einige Modifikationen
erfahren und ist mit einer Lichtquelle (Metallelektrodenlampe nach Haitinger),
die eine duferst intensive Ultraviolettstrahlung liefert, ausgestattet. Den zuge-
hérigen Spektralaufsatz zur spektroskopischen oder spektrographischen Definierung
der im histologischen Bild auftretenden Farberscheinungen liefert die Firma
Steinhetl, Miinchen.
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genannten Zonen im Knochen auf Porphyringehalt zu priifen, war — worauf auch
Schmorl hinwies — wohl nur unter Verwendung einer solchen Untersuchungs-
anordnung befriedigend zu l6sen. Mit dieser Methodik konnte selbst ein geringer
Porphyringehalt des Gewebes unmittelbar im Schnitt bei ultravioletter Licht-
beleuchtung (einwandfreie Filterung des Strahlengangs!) mikroskopisch erfaft und
fluorescenzspektroskopisch bestiatigt werden. Bei stiirkerer Konzentration wurde
auch das Absorptionsspektrum festgelegt. Auf diese Weise wurde der Farbstoff
im chemisch wvillig unbeeinfluften Priparat nachgewiesen und die Fehlerquelle,
die bei der Extraktion dieser oft verschwindend kleinen Porphyrinmengen even-
tuell entstehen konnte, vermieden. Vor allem aber war es moglich, das gefundene
Porphyrin in ganz bestimmten kleinsten Gewebsteilen, ja in einzelnen Zellen, nach-
zuweisen und dadurch seine Lokalisation in diesen wichtigen Bezirken einwandfrei
festzustellen.

Auf manche Einzelheiten in der Arbeitsmethode wird bei der Beschreibung
der von uns erhobenen Befunde noch eingegangen werden.

I. Untersuchungen iiber die Affinitit der gespritzten Porphyrine
zum Skeletsystem.

Reihe A.: Versuche mit Isouroporphyrineinspritzungen.

Die Dosierung wurde fiir alle Tiere nach der eingangs aufgestellten Art gewahlt:
Also geringe Anfangsmengen, nur ganz langsame Steigerung der Farbstoffkonzen-
trationen, dafiir verlangerte Versuchsdauer.

1. Wachsende Meerschweinchen: Es lieBen sich schon nach Einspritzung von
insgesamt */;—3 mg Isouroporphyrin Luminescenzerscheinungen an den Zihnen
nachweisen, die im Vergleich mit den Kontrolltieren ohne Bedenken (s. oben) als
kiinstlich erzielte Porphyrinablagerung angenommen werden durften. Je nach
Alter und Gewicht des Tieres waren die Fluorescenzen verschieden stark. (Hs ist
wohl sicher, daf far groBere Tiere entsprechend grofiere Farbstoffmengen nétig
sind, um gleich kréftige Farbungen zu bekommen.) Nach Verabreichung von etwa
12—15 mg war auch am Tageslicht eine leichte, bei etwa 25 mg eine deutliche
Verfirbung festzustellen.

Skelet der Tiere: Die Skelete zweier Meerschweinchen, von denen jedes insgesamt
0,0797 g bzw. 0,047 g erhielt, zeigten schon im Tageslicht eine deutliche rotbraune
Fiarbung. Tiere, die kleinere Gesamtgaben des Farbstoffes bekamen, zeigten keine
von den entsprechenden Vergleichstieren abweichende Knochenfarbe. Im ultra-
violetten Licht fluorescieren jedoch die kndchernen Skeletteile (Compacta- und
Spongiosazonen) aller Versuchstiere mehr oder weniger leuchtend rot, Knorpel
und Bénder erscheinen dagegen weil. In einem Fall (Tier 2) gentigten schon
3 Einspritzungen von je 0,0001 g, um eine rote Fluorescenz der gesamten Spongiosa
zu erzielen. (Das 15 Tage alte Tier war an einer Erkaltungskrankheit eingegangen.)

2. Bei unseren Kaninchen und

3. bel unseren Hunden bekamen wir &hnliche Ergebnisse bei den Skelet-
untersuchungen. Selbstverstandlich muBten die Farbstoffmengen grofer sein,
wenn sie gleich eindrucksvolle Bilder, wie sie an den Meerschweinchen beobachtet
wurden, schaffen sollten; z. B.:

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

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

Die Knochen von Tier a) im Tageslicht deutlich braunrot; im ultravioletten
Licht tief purpurrot leuchtend.
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Die Knochen von Tier b) im Tageslicht kein Unterschied zum Vergleichshund,
im ultravioletten Licht rosarot leuchtend. (Vergleichsknochen zu b: bliulichgrau,
ohne Porphyrinfluorescenz.)

Knochenschnitte, -schliffe- oder -splitter der Isouroporphyrintiere ergaben auch
bei der Untersuchung im Spektralanalysenmikroskop eine deutliche ,,Primar-
fluorescenz‘‘ (d. h. eine Fluorescenz, die vom untersuchten Gewebe ohne vorherige
Einwirkung eines Losungsmittels ausgesandt wird).

Spektroskopisch zeigt sich in allen Fillen ein deutliches Porphyrin-Fluorescenz-
spektrum. Die Knochen der Vergleichstiere lassen kein Fluorescenzspektrum
erkennen. (Die physiologische Porphyrinfluorescenz war am Ende der Versuche
in keinem Falle mehr nachweisbar.)

Reihe B: Versuche mit Hdamatoporphyrineinspritzungen.

Art der Gabenbemessung grundsitzlich wie bei den Versuchen A.

Die Befunde, die wir aus dieser Versuchsreihe erhielten, sind nicht so einheitlich
und eindeutig, wie die, welche wir an den Isouroporphyrintieren erheben konnten.

1. Meerschweinchen: Ein Tier (21) von 98 g Gewicht zeigte bei einer Gesamt-
gabe von 0,0045 ¢ Hamatoporphyrin eine deutliche Rosafluorescenz des gesamten
Skelets im ultravioletten Licht.

Ein zweites Tier (22) lieB bei einer Gesamtgabe von 0,0035 g Rosafluorescenz
der Nagezéhne erkennen. Bei einer Gesamtmenge von 0,006 g besteht die Rosa-
fluorescenz weiter, man sieht im Tageslicht leichte Braunténung der Zahne, ein
Befund, den wir aber nach obigen Ausfihrungen nicht zu werten wagen. Bei
etwa 0,01 g Gesamtgabe zeigt das knocherne Skelet der Tiere allenthalben rosa
Luminescenz, im Tageslicht jedoch keine Abweichung vom Vergleichsmaterial.

Dagegen bietet das Skelet des Tieres 29 nach einer Einspritzungsmenge von
insgesamt 0,012 g keinerlei Porphyrinfluorescenz. (Bei einer Gesamtmenge von
etwa 0,008 g trat voritbergehend (!) stirkere Rosafluorescenz der Zihne auf, wihrend
an den Zahnen des Vergleichstieres keine Porphyrinfluorescenz nachzuweisen war.)

2. Kaninchen: Tier 30 dhnlich wie Meerschweinchen 29, nur noch deutlicher,
zeitweiliges Auftreten einer (nichtphysiologischen — Vergleichstier!) Rosafluor-
escenz an den Zihnen (bei 0,0075 g Hamatoporphyrin), die nach der 23. Ein-
spritzung bei insgesamt 0,0495 g wieder verschwand. Die verabreichte Hamato-
porphyringesamtgabe betrug schliefilich 0,1135 g. Das Skelet, am Tageslicht von
normaler Farbe, zeigte unmittelbar nach der Sektion an verschiedenen Stellen
Rosa- bis Rotfluoreseenz. Bei Fixierung in 96%igem Alkohol und in 20%igem
Formalin ging der Farbstoff leider groftenteils in Losung und wurde dort offenbar
zerstort. (Die Losung zeigte auf kurze Zeit eine schwache Fluorescenz.)

3. Hunde: Eine Porphyrinfluorescenz war an den Zahnen wihrend des Lebens
nicht mit Sicherheit festzustellen. Bei einer Gesamtdarreichung von etwa 0,2 g
Hamatoporphyrin lieBen sich am Skelet in der Analysenlampe, wenn auch nicht
sehr starke, so doch immerhin deutliche Rosa-Rotfluorescenzen feststellen. Bei
Tageslicht bestanden keine Unterschiede gegen das Vergleichsmaterial. Am
deutlichsten war die genannte Fluorescenz an den kompakten Teilen des Schulter-
blattes und der FuBwurzelknochen zu erkennen; die Spongiosa war im ultra-
violetten Licht nur stellenweise rotlich leuchtend.

4. Die so wechselnden Befunde veranlaBten uns, weitere Versuche
zu unternehmen, und zwar mit bedeutend héher konzentrierten Losungen.
Hammer hatte ja ganz ausdriicklich darauf hingewiesen, dafl bei kiinst-
lichen Porphyrinen, d. h. bei Hématoporphyrin, das er verwandte, mit
wesentlich hoheren Porphyrinmengen gearbeitet werden muf3. Obwohl
es uns gelungen war, auch mit den oben beschriebenen geringsten Mengen
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eine Fluorescenz des Knochens zu erzielen, so reichte das doch nicht aus,
um Niheres iiber die hier, wie es schien, andersgeartete Ablagerung zu
erfahren. Weitere Versuche wurden nun mit 1%iger Porphyrinlsung,
geldst in 1%iger Sodalsung, unternommen. Dabei wihlten wir Tiere
aus, die wir ganz eingehend auf jhre Fluorescenz an den Zahnen beob-
achtet hatten: Wir begannen mit den Injektionen erst, nachdem seit
mindestens 3 Wochen jede Rosafluorescenz der Nagezahne, herrithrend
von dem physiologisch vorhandenen Porphyringebalt der Knochen bei
jungeren Tieren, verschwunden war. Zuerst spritzten wir jeden zweiten
Tag 0,5 ccm, dann 1, spiter 2—3 com. Die ersten Fluorescenzerscheinungen
am lebenden Tier, abgesehen von der sehr starken Rotfluorescenz
des Leibes im Bereich der Eingpritzungsstellen, sahen wir nach 90 mg
an den unteren Nagezéhnen, Nach weiteren Einspritzungen konnte eine
im Tageslicht sichtbare Verfarbung der Zihne im Vergleich zum Normal-
tier nicht beobachtet werden. Die hellen Ohren der Tierve fluorescierten
bald rosa, ebenso die gesamte behaarte Haut. Als wir unmittelbar nach
der Entblutung die Tiere mit der Quarzlampe untersuchten, fehlten die
letztgenannten Erscheinungen vollkommen. Lediglich die Zahne zeigten
noch einen rosa Farbton.

Die Sektion ergab dann folgendes: Es fand sich eine weitgehende Uberein-
stimmung des Befundes der verschieden lang gespritzten Tiere. Im einzelnen
konnte festgestellt werden: Gegeniiber den Kontrolltieren war ein Zuriickbleiben im
Wachstum deutlich; z. B. Tier Nr, 56: 310 g gegen 395 g des Vergleichstieres im
Alter von 3'/, Monaten. Die Zéhne und das gesamte Skelet lisflen im Tageslicht
keinerlei Farbdifferenzen erkennen. Im Bereich der Injektionsstellen am Abdomen
fanden sich weitgehende Verwachsungen der Bauchdecken. Auflerdem war hier
eine auffallend. starke Braunfarbung. Die Organe der Versuchstiere waren im all-
gemeinen etwas kleiner, durchaus entsprechend dem niedrigeren Gewicht im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren. Manchmal hatte es den Amnschein, als ob die
dunkelbraune Leber beim Kontrolltier eher brauner, bzw. dunkler gefarbt sei als
beim Normaltier. Bei der Untersuchung im Fluorescenzlicht fiel sofort die leichte,
diffuse Rosafluorescenz samtlicher Darmschlingen, tberhaupt aller Organe ein-
schlieBlich der Muskulatur in mehr oder weniger starkem Mafle auf. Besonders
rot waren die Nebennieren. Im Rabhmen dieser Arbeit soll jedoch nur auf die
Knochenbefunde néher eingegangen werden.

Nach sorgfialtigem Ablosen der Weichteile von den Knochen boten diese im
ultravioletten Licht folgendes Bild: Geringe Rosafluorescenz gegen die Gelenkenden,
d. h. der Metaphyse zu, am schwichsten in der Mitte der langen Rohrenknochen.
Im Schuitt deutliche Rotfluorescenz des Knochenmarks im Schaft und zwischen
den Spongiosabilkehen der Epi- und Metaphyse. Ceringe Rosafluorescenz der
Spongiosabilkchen. Nach mehrmaligem Kratzen an der Compacta, hauptsichlich
im Bereich der Diaphyse der Knochen, kamen weifle Schichten zutage. Im ganzen
war auffallend die wechselnde Farbung der Knochen im Vergleich zu dem gleich-
miBigen Leuchten z. B. der Isouroporphyrinknochen und auflerdem die geringe
Intensitit: Schwache Rosafluorescenz, wihrend bei den mit Isouroporphyrin ge-
spritzten Tieren schon bei den geringsten Dosen eine Purpurfluorescenz auftrat.
Auflerdem miissen wir als auffallend hinzufiigen, daf3 wir, wie schon vermutungs-
weise bei den ersten Versuchen mit Hamatoporphyrin festgestellt, zum erstenmal
eine deutliche Rotfluorescenz des Knochenmarks feststellen konnten. Sehr lehrreich
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war schlieBlich der Befund bei Tier 60, das nach stindigem Gewichtsverlust schlieflich
eingegangen war: Hochgradige Abmagerung, Braunfarbung iiberall, besonders dort,
wo die Einspritzungen verabreicht wurden. Aber auch alle Organe erschienen sehr
viel brauner als beim Vergleichstier. Am Knochen war allerdings ein Abweichen
in der Farbe im Vergleich zum Normaltier nicht festzustellen. Unter der Quarz-
analysenlampe hatte sich nun folgendes ergeben: Starke Rotfluorescenz aller
Organe, einschlieflich Haut und Muskulatur, besonders auch Zwerchfell. Die
Zihne, die iibrigens nach Verabreichung von 0,08 g Porphyrin am lebenden Tier
schwache Rosafluorescenz hatten erkennen lassen, fluorescieren nicht. Die Knochen
bieten folgendes Bild: Starke Fluorescenz aller Gelenkkapsel- und Binderteile,
aller noch anhaftenden Muskulatur; nach ihver Ablosung gerade hier, wo die
Muskulatur fest am Knochen haftete: Rotfluorescenz des Knochens; weiter auch
dort, wo die den Knochen versorgenden Geféfe jeweils in ihn eintreten. An einzelnen
Knochen kann man eine in unregelmifBigen Langsstreifen angeordnete Fluorescenz
beobachten; allerdings liefl sich an den meisten Stellen, hauptsichlich auch hier
wieder in der Diaphyse, die Fluorescenz zum Verschwinden bringen, wenn man die
oberen Periostschichten abkratzte. An diesen Stellen fand sich dann auch in der
Diaphysencompacta im Querschnitt keine Fluorescenz. Nicht zum Verschwinden
zu bringen war die Fluorescenz meist dort, wo in der Metaphyse ein Rotaufleuchten
zu sehen war. Stark fluorescierte das Knochenmark, ebenso, wenn auch viel
dunkler rot, die Spongiosabélkchen.

Die Vergleichstiere zu 1, 2, 3 und 4 zeigten in den in Frage kommenden
Stadien der Versuche keine Rotfluorescenzen der Zihne oder der Knochen.

Die fluorescenzspektroskopische Untersuchung (analoge Messung wie bei A ergab
bei Tier 21 und einem Hundeknochensplitter (aus Reihe B 3) sowie bei den Tier-
knochen aus Reihe B 4 ein Porphyrinspektrum. Die untersuchten Knochenteile
der iibrigen Tiere aus Reihe B ergaben, ebenso wie die zugehorigen Vergleichs-
knochen, kein Porphyrinfluorescenzspektrum.

Reihe C: Versuche mit Koproporphyrineinspritzungen.

Art der Dosierung grundsétzlich wie bei den Versuchen A. -

Versuchstiere: Kaninchen und Meerschweinchen.

Bei einer Gesamtmenge von 0,004—0,007 g Koproporphyrin zeigten sich an
den Zahnen die ersten Fluorescenzerscheinungen, die man einer kiinstlich erzielten
Anfarbung - zurechnen konnte. Bei einer Warbstoffeinverleibung von insgesamt
0,0125 g (19. Einspritzung) zeigte ein Tier (Meerschweinchen) ein Maximum dieser
Fluorescenz. Nach Verabreichung von insgesamt 0,015g (25. Einspritzung),
spatestens aber nach 0,03 g (30. Einspritzung) verschwand die Luminescenz bei den
Tieren. Dementsprechend war der Befund am Skelet der Tiere negativ: In keinem
Falle lie sich irgendeine Porphyrinfluorescenzerscheinung nachweisen. Die
Knochenteile leuchten im ultravioletten Licht fahlgelb-grau. Die Vergleichstiere
zeigten in den in Frage kommenden Stadien der Versuche keine Rotfluorescenz
der Zshne oder Knochen.

Bei der fluorescenzspekiroskopischen Untersuchung der Knochentsile (analoge
Messung wie bei A) ergab sich bei Versuchstier wie Vergleichstier keinerlei Porphyrin-
fluorescenzspektrum.

Reihe D: Versuche mit Deuteroporphyrineinspritzungen.
Dosierung, grundsatzlich wie bei den Versuchen A.
Die Versuche mit diesem Porphyrin verliefen bei allen Tieren vollig ,,negativ®,
d. b. in keinem Fall waren wihrend der Injektionsdauer an den Zihnen und nach
der Skeletierung an den knéchernen Bezirken irgendwelche kiinstlich erzielten
Porphyrinablagerungen festzustellen. Hochste Gesamtmenge . war beim Tier 4
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(Meerschweinchen) 0,0325 g Deuteroporphyrin (49 Einspritzungen). Die kndchernen
Teile leuchten im ultravioletten Licht bei Versuchs- und Vergleichstier in gleicher
Weise fahlgrau.

Fluorescenzspektroskopische Untersuchung der Knochenteile (entsprechende
Messung wie bei A): Versuchs- und Vergleichsmaterial zeigt kein Porphyrin-
fluorescenzspektrum.

Reihe E: Versuche mit Uroporphyrineinspritzungen.

Schon bald nach Beginn des Versuches mufBiten wir feststellen, dafl unsere
Losung nicht einwandfrei war. Wahrscheinlich batte das Uroporphyrin in der
alten Losung (s.0.) beim langjahrigen Stehen gelitten. Auch bei den schon
gespritzten Tieren verblafte die anfanglich sehr starke Rotfluorescenz wieder, sie
war am Skelet auch spektroskopisch nicht mehr festzustellen.

Wir stellten die Versuche mit unserer Uroporphyrinlésung daber ein. Da das
wAufziehvermdgen des Uroporphyrins, des natiirlichen Knochenporphyrins, durch
die Untersuchungen der genannten Verfasser hinreichend, auch spektralanalytisch
festgelegt ist, wollten wir einen zweiten Versuch mit Uroporphyrin, zu dem neue
Mengen des seltenen Farbstoffes bendtigt wiren, nicht vornehmen.

Zusammenfassung und Deutung der Befunde von I.

Am eindrucksvollsten sind die Ergebnisse, die wir aus den Versuchen
mit Isouroporphyrin erhielten. Die Feststellung von Fischer und Heisel,
dal} Isouroporphyrin leicht auf den Knochen aufzieht, ist durch unsere
Versuche neu bestéatigt. Isouroporphyrin dhnelt also in seinem Féarbe-
vermogen durchaus dem Uroporphyrin !. Die genannten Forscher ver-
wandten pro Meerschweinchen und Tag 10—15 mg Farbstoff. Wir
erzielten die positiven Ergebnisse mit Isouroporphyrin mit ganz erheb-
lich kleineren Mengen bei allen unseren Tieren.

Unsere Versuche mit Isouroporphyrin zeigen am besten, dall die
von uns gewihlte niedrige Gabenbemessung sowie die Art der Durch-
fiihrung der Einspritzungen von den Tieren ausgezeichnet vertragen
wird. Es findet dabei eine im Sinne des Versuchs sehr gut zu nennende
Ausnutzung des Farbstoffes statt. Das Verhidltnis zwischen Korper-
gewicht und Farbstoffmenge ist fiir die ,,Stirke der ,, Anfarbung®
sicherlich mit ausschlaggebend.

Mit Himatoporphyrin konnte nur bei einem Teil der Tiere am Knochen-
material eine Rotfluorescenz im ultravioletten Licht erzielt werden, die beim
Spektroskopieren ein Porphyrinspektrum ergab.

Bei den Versuchen mit Koproporphyrin war iberhaupt nur bei einzelnen
Tieren, und da nur ganz voriibergehend, eine Anfarbung der Zahne im Leben zu
erkennen. Am Skelet liell sich keine Porphyrinablagerung nachweisen.

Die Versuche mit Deuteroporphyrin ergaben in keinem Fall weder beim lebenden
Tier noch am Skelet einen Anhaltspunkt fiir ein Aufziehen dieses Farbstoffksrpers.

Die Affinitit zum Knochensystem — gemessen am Farbevermogen —
15t also bei den beiden Uroporphyrinen weitaus am deutlichsten.

1 Versuche mit diesem Farbstoffkdérper konnten wir aus den erwihnten Grimnden
nicht durchfithren.



wachsender Saugetiere nach Injektion verschiedenartiger Porphyrine. 775

Diese Ergebnisse lassen erkennen, dafi unsere Untersuchungen zur
Frage der Affinitdt der verschiedenartigen Porphyrine zum Knochen-
system noch keine allgemeine Klirung gebracht haben, wenn sie auch
teilweise zu einem feststehenden Ergebnis fithrten. Sie miissen als
Beitrag und Anregung zur Fortfithrung der Arbeiten in diesem immerhin
wichtigen Kapitel gewertet werden.

Soweit es mit unserem Material moglich ist, wollen wir eine Deutung
der widersprechenden, bzw. auffdlligen Punkte wunserer Ergebnisse wver-
suchen.

Es muB, wie aus Reihe B hervorgeht, angenommen werden, daf
das Hamatoporphyrin doch — wenn auch nur in bescheidenem MafBe —
bis zu einem gewissen Grad auf den Knochen aufzieht. Wir wagen aber
diesen Vorgang des Aufziehens von Hématoporphyrin nicht der Affinitit
des Uro- und Isouroporphyrins zum Knochen von vornherein gleichzu-
setzen. Die nur bei einem Teil der Tiere erzielte Anfarbung und das Wieder-
verschwinden einer schon vorbandenen Porphyrinfluorescenz bei einem
anderen Teil der Tiere legt die Frage nahe, ob es sich beim Hamatopor-
phyrin vielleicht um eine lockerere Bindung an den Knochen handelt
und ob ein Abbau oder ein Umbau des Farbstoffkérpers stattgefunden
hat, der in unseren Befunden teils als positives, teils als zweifelhaftes
oder negatives Resultat beeindruckte. Dieselben Fragen gelten natiir-
lich auch in analoger Weise fiir die andern Porphyrine. H. Fischer
hat uns hier eine Anregung gegeben, durch ,,Auswaschversuche* even-
tuell zu kliren, inwieweit sich die einzelnen Porphyrine in der Stirke
ihrer Hinneigung zum Knochengewebe unterscheiden. Ferner sollten
wir die Hdmatoporphyrinknochen spektroskopisch mit den Isourophyrin-
knochen vergleichen und damit priifen, ob eine Anderung im Hémato-
porphyrinmolekiil erfolgte und erst dadurch das Aufziehen hervor-
gerufen wurde. Es wire denkbar, ,,daf} der Organismus kleinste Dosen
Hématoporphyrin zwecks Entgiftung carboxyliert und so das Aufziehen
herbeifiihrt und es wire besonders interessant mit Koproporphyrin die
Injektion mit kleinen Dosen viele Wochen hindurchzufiibren, weil hier
das Carboxylierungsresultat bereits bekannt ist und es weiter feststeht,
daf in den Petryknochen kein Koproporphyrin vorhanden ist, obwohl
Petry sein ganzes Leben hindurch eine Koproporphyrinfabrik war.*

Auswaschversuche: Die Versuche wurden nach den Angaben von Fink folgender-
mafen ausgefithrt: Es wurden alle Porphyrinknochen je 1 Stunde lang in 10%iger
Sodalosung gekocht. Dann wurden die Losungen unter der Quarzanalysenlampe
betrachtet und die gekochten Kmnochenstiicke mit mnichtgekochten Teilen des

gleichen Knochens vom gleichen Tier und mit Knochen des Kontrolltiers ver-
glichen.

Ergebnisse: 1. Isouroporphyrinknochen (Teile eines Schulterblattes von Hund
Nr. 14). Die Losung fluoresciert nach dem Kochen rosa (schwaches Porphyrin-
spektrum). Der gekochte Knochen hat die leuchtendrote Fluorescenz weitgehend
verloren; nur die tiefer gelegenen Teile des Knochens fluorescieren schwach rotlich.
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2. Hamatoporphyrinknochen (Teile von Knochen — Beckenschaufel und
Rohrenknochen — eines Hundes und Teile eines Hématoporphyrinkaninchen-
knochens). Die Knochen beider Tiere zeigten méfBige Porphyrinfluorescenz, verloren
sber, haupteichlich beim Kaninchen, einige Tage nach der Fixierung zusehends
ihre Farbung im ultravioletten Licht. Beide Kochlosungen fluorescieren nicht.
Die gekochten Knochen zeigen eine noch geringere Rosafluorescenz wie die nicht-
behandelten Skeletteile.

3. Von Tier 56, Hamatoporphyrinmeerschweinchen aus Reihe B 4, mit 1%iger
Lésung gespritzt, werden Knochenteile nach Trocknen in der Sodaldsung gekocht:
Nach Y/, Stunde tritt eine deutliche Verstirkung der Fluorescenzerscheinungen ein,
die auch nach weiterem Kochen nach insgesamt 1/, Stunden nicht wesentlich ab-
genommen hat. Es war die Fluorescenz dieser Stiickchen jetzt mindestens ebenso
stark, wenn nicht stdrker als die der zum Vergleich teils in Wasser gebrachten,
teils trocken gehaltenen Stiickchen. Die weilliche glasige Sodalgsung ist tritbe
und fluoresciert nicht.

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

AuBerdem konnten wir beobachten, dall unsere Entkalkungsfliissigheiten (vgl.
folgenden Teil I1), Trichloressigsaure und Salpetersiure, ebenfalls aus Isouro- und
Hamatoporphyrinknochen den Farbstoff herauslosen. Die Flissigkeiten zeigten
eine mehr und mehr zunehmende Porphyrinfluorescenz. Im Knochengewebe hatte
diese dagegen deutlich abgenommen.

Zur Prifung der Affinitdt des Uroporphyrins zum Knochensystem nahmen
wir schlieBlich Auswaschversuche an den Knochen eines Falls von ,,Tierochronose’
vor, in welchen dieser tierische porphyrische Farbstoff einwandfrei in gréBerer
Menge nachgewiesen warl. Es wurden grofle Teile von Knochen (vor allem
Compacta) des betreffenden Rindes griindlich mit Alkohol und Ather entfettet
und in 10%iger Sodalésung, analog den obigen Versuchen, gekocht. Die Lisung
hatte nach dem Kochen sehr starke Rosafluorescenz, welche ein Porphyrinspektrum
ergab. Die Porphyrinfluorescenz der Skeletstiicke hatte dagegen deutlich abge-
nommen. Sie war in den schwicher gefdrbten Teilen nach dem Versuch sogar
vollig verschwunden. Schabt man aber die entfarbten Schichten in etwa 1 mm
Dicke ab, so treten die darunterliegenden Teile mit prichtig roter Fluorescenz
neu zutage.

Der spekiroskopische Vergleich der Tsouroporphyrinknochen mit den
Héamatoporphyrinknochen konnte bei dem sehr schwer erkennbaren und
schwachen Porphyrinfluorescenzspektrum, das wir vom Hamatopor-
phyrinknochen erhielten (s. oben), nicht zur genauen Feststellung der Art
des abgelagerten Porphyrins fiihren. Auch nach der chemischen Ver-
arbeitung des Hamatoporphyrinmaterials zur Extraktion des Farbstoffes
konnten wir leider keinen spektroskopischen Nachweis des Porphyrins
erbringen. Nach unseren Erfahrungen miissen wir wobhl annehmen, dafl
das Hamatoporphyrin in der Zeit nach der Skeletierung bereits zer-
stort war.

Methode der Verarbeitung des Hamatoporphyrinknochens: 62 g verschrotete
Knochen (Hiamatoporphyrinhund) wurden, nachdem sie durch mehrtégige Behand-
lung mit Alkoholéther im Soxhlet weitgehendst von Fett befreit waren, mit 100ccm
5%iger Salzséure iibergossen. Nach 14 Tagen wurde die Losung abgegossen und

1 Fink, H.: Z. physiol. Chem. 197, 198; 202, 8. — Vgl. hierzu R. Fikentscher:
Virchows Arch. 279, 731.
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Riickstand erneut mit 100 ccm Salzséure behandelt. Dieselbe Operation wurde
noch zweimal wiederholt. Die vereinigten Losungen wurden filtriert — Farbe
braunlichgelb ohne Fluorescenz — und im Vakuum zur Trockene eingedampft.
Es wurde auf verschiedenste Weise versucht, spektroskopisch den Nachweis der
Anwesenheit des Porphyrins zu erbringen.

a) Ein Teil des Riickstandes wurde in 5%iger Salzsiure aufgenommen und
direkt spektroskopiert. Kein Porphyrinspektrum ; lediglich sehr geringe Absorption
ausgedehnt iiber den grofiten Teil des Bandes.

b) Ein Teil des Riickstandes wurde in 10%iger HySO, aufgenommen. Die
unloslichen Sulfate abfiltriert und das Filtrat spektroskopiert. Ein Porphyrin-
spektrum war nicht zu erkennen.

c¢) Ein Teil des Salzriickstandes wurde mit Wasser aufgenommen, mit Essig-
saure angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. In der dtherischen Schicht konnte
ein Porphyrinspektrum nicht festgestellt werden.

d) Eine weitere Portion wurde 2 Stunden am RiickfluBkithler mit Methyl-
alkohol-Schwefelsidure erhitzt. Nach der Filtration wurde mit Chloroform versetzt
und mit Wasser entmischt. Jm Chloroform konnte das Spektrum des Methylesters
nicht festgestellt werden.

Das verschieden leichte Aufziehen der einzelnen Porphyrine auf den
Knochen ist wohl in speziellen chemischen Konstitutionsverhdltnissen
(Carboxylgruppen!) der einzelnen Farbstoffe, vielleicht auch in Ver-
schiedenheiten ihres physikalisch-chemischen Verhaltens begriindet.
Einer von uns (Fink) hat an anderer Stelle! hiertiber ausfiihrlicher
berichtet.

Zweifellos miissen zur Klarung noch weitere Versuche in noch gréerem
MaBstab und unter Verwendung einer noch gréBeren Anzahl von ver-
schiedenen Porphyrinen bei gleich strengen Versuchsbedingungen (vgl.
8. 766) durchgefiihrt werden.

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

Fir diese Aufgabe konnten wir nur Knochenmaterial, an dem die
Porphyrinfarbung einwandfrei gelungen war, also das Skelet der Isouro-
porphyrintiere heranziehen. Dieses Untersuchungsmaterial lieferte sehr
eindrucksvolle Bilder und sichere Ergebnisse. Wir fithren die giinstigen

Ergebnisse — wie schon angedeutet — vor allem auf die Art unserer
Versuchsanordnung — kleine, nur allméhlich sich steigernde Porphyrin-
gaben, verlingerte Versuchsdauer — zuriick. Die oben genannten

Autoren, die sich mit experimenteller Knochenporphyrose beschéftigten,
wurden wohl deswegen nicht auf die spéter von Schmor! angeregte
Frage gelenkt, weil die von ihnen verwendeten verhaltnism#Big hohen
Porphyringaben den Knochen allenthalben sehr stark farbten. Die
Porphyrinablagerung war in unserem Material dagegen sehr viel geringer.
Eventuelle Unterschiede in der Stdarke der Porphyrinablagerung in den
einzelnen Zonen mufliten an unseren weniger ,,iiberfirbten Knochen

1 Fink: Z. physiol. Chem. 197, 198.
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naturgemaf} deutlicher zum Vorschein kommen. Die geringen Mengen
des Farbstoffes liefen sich aber trotzdem sehr gut fluorescenzanalytisch
mit der beschriebenen makroskopischen und mikroskopischen Methode
nachweisen und spektroskopisch identifizieren.

Makroskopischer Befund.

Wir betrachten aus unserem Material zunichst Skelete, bei denen die Adchste
Porphyrinablegerung erzielt werden konnte. Es handelt sich also um einen Teil
unserer kleineren Tiere, Meerschweinchen und Kaninchen,
die im Verhaltnis zu ihrem Korpergewicht sehr groBe Farb-
stoffmengen erhielten. Das sorgféltig priparierte Skelet,
z. B. von Isouroporphyrinkaninchen 31 (645g; 0,047 ¢
Isouroporphyringesamtdosis), zeigt im Tageslicht leicht
mahagonibraune, vom Vergleichstier abweichende Farbung.
Bei Betrachtung im ultravioletten Licht (jedes Rot ist aus
der Lichtquelle streng herausgefiltert) leuchten alle Teile
des kndchernen Systems tiefrot auf. Die Knorpelitberziige
fluorescieren mehr oder weniger blau (manchmal auch
violett, wenn das Rot des darunterliegenden Knochen-
bezirks durch die Knorpelzone durchdringt). Das Periost
erscheint matt blaugrau, nach seiner Ablésung tritt das Rot
des Knochengewebes noch viel kréaftiger zutage. Im Lings-
schnitt sieht man im Réhrenknochen die gesamte Spongiosa
der Epi- und Metaphyse und die Compacta der Diaphyse
gleichmiflig stark fluorescierend. Das Knochenmark in Epi-
und Diaphyse zeigt keine Porphyrinluminescenz. Der
Epiphysenknorpel fluoresziert ebenfalls blau.

Ganz im Gegensalz zu dieser in allen Knochenbezirken

Abb. 1.

Uvachrom-

Farbphoto im ultra-

violetten Licht. Iso-
uroporphyrinhund 14;
Durchschnitt  durch
langen  Rohrenkno-
chen. Die Compacta
(0), im unteren Bild
von innen gesehen,
fluoresciert nur an ei-
nigen Stellen der Rén-
der, sonst groften-
teils bei diesem Kno-
chen iiberhaupt nicht.

gleichmifig stark auftretenden Fluorescenz lassen die groBen
Versuchstiere mit den verhiltnismaBig kleinen Farbstoff-
gesamtmengen eine ganz verschieden starke Porphyrinablage-
rung n den verschiedenen Zonen des Knochensystems er-
kennen. Diese Tiere sind also im Sinne unserer Aufgabe
nicht ,,iberférbt*‘. Das Skelet z. B. des Hundes 14 weist
im Tageslicht weder bei dulerer Betrachtung noch auf dem
Durchschnitt eine abnorme Farbung auf. Tm ultravioletten
Licht tritt erst nach Abschaben des nichtleuchtenden Periosts
eine deutliche, schone Rosafluorescenz auf. Die Knorpeliiber-

ziige sind auch hier bliulich gefiarbt. Im Léngsschnitt des
langen Rohrenknochens (wie z. B. in Abb. 1) schimmert der knorpelige Gelenkiiberzug
und der Intermedidrknorpel im erregenden Licht blau. Die an diesen Knorpelbezirk
sich diaphysenwirts anschliefende Schicht (Metaphyse) leuchtet kraftigst rot auf (in
Abb. 1 bei a), in geringerem MafBe auch das unter der Gelenkfliche befindliche
Wachstumsgebiet der Epiphyse (z. B. Abb. 1b). Von beiden Zonen aus nimmt die
Porphyrinfirbung gegen die iibrigen Knochenteile der Spongiosa hin allmahlich
ab. Das Gros der Knochenbalkehen in Epi- und Diaphyse weist schlielich fiberhaupt
keine Porphyrinfluorescenz mehr auf, die Knochensubstanz leuchtet nur in ihrem
gewdhnlichen Eigenlicht graugriin. Die ziemlich schwache Rotluminescenz der
Compacta ist in manchen Priparaten in Lingsstreifen angeordnet, zwischen denen
geringe fluorescierende Schichten liegen. In manchen Durchschnitten ist die
Porphyrinfluorescenz der Compacta unter dem Periost am stirksten. Die Raume
zwischen den Spongiosabidlkchen und die Markhohle der Diaphyse erscheinen
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tiefschwarz. In den kurzen Rohrenknochen luminesciert ebenfalls die Compacta
nur leicht rosa, die Metaphyse dagegen weit stirker. Manchmal sieht man auch eine
mittelstarke Rotfarbung in den subchondralen Teilen des Epiphysenknochenkerns.
Sonst keinerlei Porphyrinfluorescenz in diesen Knochen. Auch in den platten
Knochen, so im Schulterblatt! und im Beckenknochen kann man im ultra-
violetten. Licht nach Wegschneiden der ganz schwach fluorescierenden, oberflich-
lichen Compactaschichten eine deutliche Rotfirbung im Gebiet der enchon-
dralen Verknocherung, d.h. in der unter dem Knorpelrand befindlichen Zone
wahrnehmen, wahrend die iibrige Spongiosa die ,,normale Knochenfarbe zeigt.

Bei Knochen von Tieren, die sehr wenig Porphyrin erhielten, leuchten iiberhaupt
nur die Wachstumszonen im ultravioletten Licht.

Von den Hamatoporphyrinknochen lassen die platten Knochen, vor allem auch
wieder das Schulterblatt eines Hundes, am besten erkennen, da die Porphyrin-
ablagerung in den einzelnen Zonen in gleicher Weise wie bei den Isouroporphyrin-
tieren verteilt ist. Die Bilder sind bei der geringeren Porphyrinfluorescenz hier
ungleich weniger eindrucksvoll.

Wir fertigten von einzelnen Knochenpriparaten bei ultravioletter Lichtbe-
strahlung Farbphotos nach dem Uvachromverfahren an. Natiirlich ist es hier nicht
moglich, 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 n den Gebieten stirksten Wachstums. Selbst-
verstindlich wurde der Farbstoff spektroskopisch in der geschilderten Weise als
Porphyrin sichergestellt.

Mikroskopischer Befund.

Die Untersuchungen des mikroskopischen Bildes mit der Borst-Konigsdorffer-
schen Methode erlaubte es, die Porphyrinablagerung in den einzelnen Zonen niher
zu bestimmen.- Die Herstellung von Praparaten, die sich fiir unsere Aufgabe
eigneten, machte grofie Schwierigkeiten. Um einen deutlichen und einwandfreien
Befund erheben zu kénnen, muBten einmal die Schnitte sehr diinn sein, andererseits
durften die urspriinglichen Ablagerungsverhiltnisse in keiner Weise bei der
Anfertigung des Untersuchungsmaterials gestért werden.

Die Entkalkungsfliissigkeiten lésen den Farbstoff aus unseren Porphyrin-
knochen in der gleichen Weise, wie Borst-Konigsdorffer es an den Uroporphyrin-
knochen festgestellt haben. Fiir die Untersuchung konnte also entkalkter Knochen
im allgemeinen nicht verwendet werden. Am nichtentkalkten Material war es sehr
schwer, Schnitte von einer GroBe zu bekommen, die es erlaubten, woméglich alle
Zonen nebeneinander in demselben Praparat zu vergleichen. Wir versuchten
zundchst in Rasiermesserschnitten, Schliffen und feinstgefeilten Knochenplattchen
geeignete Objekte zu bekommen. In den Schliffen und Feilpriparaten waren die
urspriinglichen Ablagerungsverhiltnisse verwischt. Unter Hunderten von Rasier-
messerschnitten bekamen wir einige wenige (von kleineren, nicht allzu sproden
Knochen), die die Epi- und Diaphyse im Zusammenhang zeigten. SchlieBlich
konnten wir nach einer abgekiirzten Gelatineeinbettung und noch besser nach einer
abgekiirzten Celloidineinbettung auch mit dem Gefriermikrotom brauchbare Pré-
parate erhalten. (Wir hatten selbstverstindlich zuvor festgestellt, daf die kurze

~ Alkohol und Celloidineinwirkung die Porphyrinablagerung nicht verdndert hatte.)

Die erhaltenen Schnitte waren teilweise so diinn, daf wir im. ungefirbten
Priparat deutlich die Knochenzellen mit ihren Ausléufern sehen konnten. Im
gefarbten Objekt lieBeén sich alle wesentlichen Zellstrukturen sichtbar machen.

1 Wir konnten auch von platten Knochen eiridrucksvolle Farbphotos anfertigen,
die eine ganz analoge Porphyrinablagerung erkennen lassen, deren Abdruck aber
infolge der hohen Reproduktionskosten leider unterbleiben mufte.

Virchows Archiv. Bd. 287. 51
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Am unentkalkten (!) ungefirbten Schnitt waren lediglich die Osteoidséume schwer
zu erkennen. An gefirbten Vergleichsschnitien (die selbstverstandlich immer von
demselben Knochen gefertigt waren) lielen sich nach regelrechter Einbettung mit
den geeigneten Spezialfirbungen (z. B. Ammoniak-Carminfarbung nach Schmorl,
Kossa-Silberimpragnation, mit und ohne Nachfirbung) die fraglichen Strukturen
festlegen.

Abb. 2. Unentkalkter, ungefiarbter Schnitt durch die Epidiaphysenzone des Femurs
eines Isouroporphyrinkaninchens (Tier 31). Bild im wultravioletten Lichtstrahlengang
(Kupfersulfat Schwarzglasfilter), im Kdonigsdirfferschen Spektralanalysenmikroskop
betrachtet. Dunkelfeld. Vergr. etwa 300fach.

Die so gewonnenen Priparate eigneten sich nun tatséchlich sehr gut
fir die fluorescenz-mikroskopische Untersuchung. Besonders schone
Bilder bekamen. wir z. B. vom Kaninchenfemur (Tier 31) (vgl. Abb. 2).

Im ultravioletten Strahlengang (jedes Rot ist im erregenden Licht
natiirlich wieder streng herausgefiltert!) erscheint am besten bei Beob-
achtung im Dunkelfeld eine préchtige Primér-Rotfluorescenz im Knochen-
gewebe. Bei eingehenderem Studium, bei welchem vor allem die Leucht-
erscheinungen im Untersuchungsschnitt durch vergleichende Betrach-
tungen mit dem Hamatoxylin-Fosin gefirbten Vergleichsschnitt (Abb. 3).
lokaligiert werden miissen, liBit sich folgendes feststellen: Gebiet des
ruhenden, des wuchernden und des Sdulenknorpels porphyrinfrei. Im
Bereich der provisorischen Verkalkungszone, dort wo 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 VergréBerung eine Rotfirbung einiger Quer-
balken. Im Bereich der vordringenden Gefifie, um die priméren Mark-
riume herum, werden die leuchtenden Teile immer breiter. Die ganze
verkalkte Knorpelgrundsubstanz porphyrinhaltig. Die Knochenbilkchen
im oberen Bereich der Metaphyse teilweise ganz, teilweise nur in der
Mitte und am Rand gefirbt. Noch weiter gegen die Diaphyse hin hat

ADbb. 3. Kontrolischnitt zu Schnitt Abb.2 Hamatoxylin-Eosintirbung.
Im Tageslicht betrachtet. Vergr, etwa 300fach.

man den Eindruck, als ob manchmal rote Rander die Knochenbilkchen
umschliefien, deren Inneres rote feine Streifen zeigt. Diese Erscheinungen
nur bei starker Vergréfierung erkennbar. Die zwischen dem Knochen-
gewebe befindlichen Knochenmarkszellen und Blutkorperchen fluores-
cieren nicht.

Ganz dhnliche Verhiltnisse im Epiphysenbereich. Die Wachstumszone unter
dem Gelenkknorpel zeigt die gleichen Porphyrinbefunde wie in der provisorischen
Verkalkungszone der Epidiaphyse. Die sich an die Wachstumszone anschlieflenden
Spongiosabalkchen der Epiphyse leuchten ebenfalls in gleicher Weise wie die in der
Diaphyse. Eine epiphysenwérts an den Intermedidrknorpel sich anschliefende
Wachstumszone, wie sie Schmorl fiir moglicherweise bestehend annimmt, konnten
wir bei der Porphyrinuntersuchung nicht erkennen.

Von den Befunden an den itbrigen Schnittbildern sei nur noch das Wesentlichste
hervorgehoben: In den Priparaten von Réhrenknochen der Isouroporphyrinhunde ist
ganz aligemein die Fluorescenz der Knochenbélkchen geringer. Die Rotluminescenz

51%
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setzt in der provisorischen Verkalkungszone erst dort ein, wo gegen den Knorpel
vordringende Blutgeféfie deutlich zu erkennen sind und die verkalkte Knorpelgrund-
substanz Scheidewénde zwischen den Markraumen bildet. Eine stirkere Porphyrin-
ablagerung aber erst in den Knochenbalkchen der Metaphyse, in denen ausschlieSlich
nur die mittleren Teile, nicht die Randabschnitte, rot leuchten. Weiter diaphysen-
wirts die Balkchen in ihrer ganzen Ausdehnung von der Luminescenz erfaBt. Gegen
den Markraum nimmt dann die Porphyrinluminescenzstirke mehr und mehr ab.
Ebenso leuchtet der iiberwiegende Teil der Epiphysenspongiosa nicht. Nur im
Gebiet der subchondral gelegemen provisorischen Verkalkungszone ist in den
mittleren Teilen der jungen Knochenbalkchen, in der eingeschlossenen verkalkten
Knorpelgrundsubstanz, eine Porphyrihablagerung erkennbar.

Auch in den Hundeknochen konnten wir die Osteoidsiume nicht mit Sicherheit
auf Porphyringehalt priifen. Anscheinend sind sie porphyrinfrei. Die jingsten,
kalklos angelagerten Knochenséume sind — soweit wir sie iiberhaupt zu erkennen
vermdgen (s.o0.) — manchmal in die rote Fluorescenzstrahlung mit einbezogen.
Wir halten solche Erscheinungen aber lediglich fiir Uberdeckungen durch benach-
barte stiarker fluorescierende kalkhaltige Partien.

An der Compacta sahen wir teilweise die lamellose Schichtung der fluor-
escierenden Bezirke (s. 0.) 1. In manchen Praparaten war die Porphyrinluminescenz
unter dem Periost (periostales Wachstum!) am stérksten.

Der Farbstoff ist, wie die Untersuchung aller Schnitte ergab, diffus im Knochen
abgelagert. Ein korniges Pigment kann man nicht nachweisen. Die Priifung auf
sekundare Fluorescenz — Auflosung morphologisch faBlbarer Farbstoffmengen — ist
nirgends gelungen.

Die Fluorescenz wurde auf Grund der Spektralanalyse im Gewebe direkt, am
chemisch unbeeinflufiten Knochen als Porphyrinfluorescenz erkannt.

Zusammenfassung und Deutung der Befunde von II.

Wir haben Schmorls Anregung aufgenommen. Bei unseren Unter-
suchungen kamen wir hauptsichlich zu folgenden Ergebnissen:

Unsere Versuchsanordnung fiihrte zu einer deutlich erkennbaren,
verschieden starken Porphyrinablagerung in den einzelnen Gebieten des
wachsenden Knochens. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den
bisherigen, bei experimenteller Knochenporphyrose erzielten Bildern:
In den ,,nichtiiberfarbten’ Knochen war eine ganz iiberwiegende Por-
phyrinablagerung im Gebiet des stéirksten Wachstums, in den Rohren-
knochen also vor allem im Gebiet der Metaphyse, in geringerem Mafle
auch in der unter der Gelenkfliche befindlichen Wachstumszone der
Epiphyse festzustellen. Von beiden Zonen aus nimmt die Porphyrin-
farbung gegen die iibrigen Knochenpartien hin ab. Auch in den platten
Knochen ist die meiste Porphyrinfluorescenz in den Gegenden stirksten
Wachstums, den subchondral gelegenen Teilen, zu beobachten. Bei
Knochen von Tieren, die sehr wenig Porphyrin erhielten, leuchten
tiberhaupt nur die Wachstumszonen im ultravioletten Licht. Bei ,,iber-
firbten Tieren (einem Teil unserer kleinen Versuchstiere) wurden diese

1 Auf die Ablagerung des Farbstoffes in Schichten und die Griinde dieser viel
erorterten Erscheinung (in Schitben erfolgende Anlagerung?, teilweiser Wieder-
abbau des Porphyrins ?) soll im Rahmen unserer Aufgabe nicht eingegangen werden.
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Unterschiede in der Porphyrinverteilung in den einzelnen Zonen nicht
deutlich. Die zum Teil sehr geringen Mengen des abgelagerten Porphyrins
LieBen sich mit der angewandten Methode gut nachweisen und spektral-
analytisch sicherstellen.

Bei der Unfersuchung mit der Borst-Kdnigsdorfferschen Methode
konnte im mikroskopischen Bild ein Porphyrinbefund im Knochen
immer dort erhoben werden, wo auch Verkalkung stattgefunden hatte.
Es war auch ganz einwandfrei im Knorpel eine Porphyrinablagerung
nachzuweisen, freilich nur an jenen ganz umschriebenen Stellen der
provisorischen Verkalkungszone, an welchen die Verkalkung der Knorpel-
grundsubstanz eingetreten war (verkalkte Knorpelgrundsubstanzpfeiler,
verkalkte Knorpelgrundsubstanzeinschliisse).

Aus unseren Untersuchungen geht jedenfalls hervor, daf in den
Wachstumszonen des Knochens die stirkste Porphyrinablagerung 2w finden
ist und daff eine ausgesprochene Verwandischaft des Farbstoffes gerade zu
kallhaltigen Teilen des Knochens besieht. Die der Verkalkung anheim-
fallenden Bezirke, Knochen- wie Knorpelteile, verhalten sich also gewisser-
mapen in unseren Versuchen als ,,Porphyrinfinger.

Weitere Schliisse 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 Durchtrinkung des Gewebes, in
dem die Knochenbildung sich vollzieht, handelt, oder ob dem Farbstoff
bei diesem Vorgang eine physiologische Rolle zukommt, ist noch ungeklért.

Es erscheint uns zunichst wichtig, auch die normalen jugendlichen
menschlichen und tierischen Knochen in ihren einzelnen Wachstumszonen
auf Porphyrin mit den von uns angewandten Methoden (vor allem
fluorescenz-mikroskopisch) zu untersuchen. Eine solche Untersuchung
wird allerdings bei der sehr geringen Menge des hier zur Beobachtung
gelangenden Porphyrins nicht leicht durchzufiihren sein.
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