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Die Tatsache, dafl bei der kongenitalen Porphyrie eine braunrote
Vertarbung des ganzen Knochensystems gefunden wird, die durch Por-
phyrinablagerung bedingt ist, hat den AnstoB zu einer Reihe von Unter-
suchungen gegeben, die den Zusammenhang zwischen Porphyrin und
Kalkablagerung zu kliren versuchten.

Die letzten diesbeziiglichen .Untersuchungen von HEmminger und
Baitistini, dall bei bleivergifteten Kaninchen die Porphyrinausscheidung
durch Calciumzufuhr gehemmt wird, ebenso wie die Ergebnisse der
Untersuchungen von Frinkel und auch von Fikentscher-Fink-Emminger
lassen erkennen, dall besondere Beziehungen zwischen Porphyrin und
Kalkstoffwechsel bestehen. Der Gedanke lag nun nahe, diese Bezie-
hungen bei einer Stérung des Kalkstoffwechsels zu studieren; wir ver-
suchten das bei der Rachitis mit ihren abnormen Wachstums- und Ver-
kalkungsverhéltnissen.

Die Frage der Beziehung Porphyrin und Rachitis wurde schon von
van Leersum angegangen; er will mit Porphyrin eine Heilung der experi-
mentellen Rattenrachitis erzielt haben. Xr injizierte Dosen von 10 bis
30 mg ,,zoutzure haematoporphyrine”. Welches der Porphyrine dabei
zur Verwendung kam, ist aus der Originalarbeit van Leersums nicht
ersichtlich. Ob er das Porphyrin Nencki injizierte, fiir welches heute
das Wort ,,Himatoporphyrin“ vorbehalten ist, oder ob er den Salzsdure-
(= zoutzure) Extrakt von porphyrinhaltigem Urin verwendet hat, sei
dahingestellt. Van Leersum hat McCollum-Ratten nach rontgenologischer
Feststellung der Rachitis einen Hinterfuf amputiert, dann ,,Hamato-
porphyrin® gespritzt und nach einiger Zeit das Tier getétet. Beim
histologischen Vergleich beider hinteren Extremitdten konnte er eine
Heilung der Rachitis feststellen (positiver ,line-test”). Hr fihrt diese
Heilung auf eine mittelbare Wirkung des Porphyrins zuriick, derart, daf3
das Porphyrin die Haut der Ratten fiir das abgeschwichte Tageslicht —
die Ratten wurden in einem miBig erhellten Keller gehalten — sensi-
bilisiert. Diese schwache, diffuse Lichtwirkung soll durch die Sensibili-
sierung mittels  Porphyrin so verstirkt werden, daf sie einer Ultra-
violetthestrahlung gleichkommt und damit die Rachitis zur Heilung
bringt.
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Unsere Versuche, die wan Leersums Ergebnisse nachpriifen sollen,
sind noch nicht ganz abgeschlossen; es soll zunichst eine Vorfrage
studiert werden, die Porphyrinablagerung bei der Rattenrachitis .

Bei unseren Versuchen kam Iso-Uroporphyrin zur Verwendung —
das Porphyrin mit dem besten ,,Aufzugsvermégen’ auf den Knochen —,
das uns in dankenswerter Weise von Herrn Geheimrat H. Fischer zur
Verfiigung gestellt wurde.

Wir stellten eine 19/y,ige Losung von Iso-Uroporphyrin, gelést in 0,2 % iger Natron-
lauge, ber. Injiziert wurden Dosen von 0,3—1,0 mg Porphyrin unter die Riicken-
haut der Ratten. Die Losung selbst kann unter den getroffenen VorsichtsmaBregeln
als steril bezeichnet werden. Es sei hier erwéhnt, daf die Tiere die Injektionen
im allgemeinen gut vertragen. Wenn trotzdem zahlreiche Versuchstiere eingegangen
sind, so war das auf eine intercurrente, katarrhalische Infektion zuriickzufiihren.

Die experimentelle Rattenrachitis.

Seit den klassischen Versuchen McCollums und Mitarbeiter, ferner
von Sherman und Pappenheimer gilt die Ratte als das Versuchstier,
bei dem sich auf didtetischem Wege eine typische Rachitis erzeugen 148t.
Es soll hier nicht auf den Streit eingegangen werden, ob die Ratten-
rachitis mit der menschlichen Rachitis identisch ist. Beide miissen ja
verschieden sein, da die Lebensbedingungen von Mensch und Ratte
verschieden sind ( Pfaundler). Bei der Ratte besteht im Gegensatz zum
Menschen die Moglichkeit, in den komplizierten Stoffwechselmechanismus
dadurch einzugreifen, daf durch vermehrte Calciumzufuhr eine Phosphat-
verarmung des Organismus entsteht, da das aufgenommene Calcium-
carbonat im Darm als Phosphat ausgeschieden wird. Diese Hypo-
phosphatémie fithrt am Knochensystem zu einer Stérung, fiir die die
pathologisch-histologischen Kriterien der Rachitis erfiillt sind, nidmlich
vermehrte Knorpelwucherung auf Grund verzégerten, unregelmiBigen
Abbaues, Bildung von Osteoid und abnorme Vascularisation an der
Knorpel-Knochengrenze. Diese Kriterien gelten auch fiir die Ratten-
rachitis. Es ware verfehlt, deshalb bei der menschlichen und der Ratten-
rachitis eine gleiche Atiologie annehmen zu wollen, weil sie histologisch
und blutchemisch gleiche Bilder bieten. Wichtig fiir die Entstehung
einer Rachitis bei der Ratte ist auller dem Ca-P-Quotient das Fehlen
von D-Vitamin in der Nahrung und der Lichtmangel. Die Zufuhr von
D-Vitamin wie von Licht heilen ja die Rattenrachitis.

Bei beiden heute am meisten angewandten Kostformen besteht
ein UberschuB an Kalk und ein Unterangebot an Phosphor. O. Schultz
konnte feststellen, daB Unterschiede bestehen zwischen den durch Kost
3143 und durch Sherman- Pappenheimer-Kost 84 erzeugten Rachitis-
formen, weil die McCollum-Kost 3143 eine qualitativ ausreichende
Nahrung ist, die die Ergénzungsstoffe — auller Vitamin-D — enthdlt.

1 Technische Einzelheiten siehe bei B. Biichele: Inaug.-Diss. Mimnchen 1935.
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.-Die Sherman-Pappenheimer-Kost 84 ist dadurch gekennzeichnet, daf
in ihr praktisch keine Vitamine vorhanden sind.

Bei unseren mit Kost 84 erndhrten Ratten fanden wir ein Zuriick-
bleiben im Wachstum. Ferner hat sich ihre Rachitis mit anderen Avita-
minosen kombiniert; so beobachteten wir mehrere Fille schwerer Xer-
ophthalmie und einen Fall, wo das Tier unter klonischen Krimpfen
zugrunde ging, was vielleicht als B-Avitaminose zu deuten ist.

Wir haben fiir unsere ersten Versuchsreihen McCollum-Kost 3143,
fir die spiteren Versuche Sherman- Pappenheimer-Kost 84 verwendet ;
es lassen sich nimlich die Zusammenhinge Verkalkung und Porphyrin-
ablagerung bel der durch Kost 84 erzeugten Rachitis mit ihrer geniigend
starken Osteoidbildung genau so studieren wie bei der Rachitis durch
McCollum-Kost.

Wir sind von der Originalzubereitung der McCollum-Kost, namlich der
einfachen Vermischung der einzelnen Bestandteile, folgendermaflen abgewichern:
Wir vermischten den verschroteten Weizen und Mais, die Salze und den Kleber
— wir verwandten ,,Mercks vitaminfreien Weizenkleber — gut miteinander und
setzten die in einer etwa 10fachen Menge heiBen, destillierten Wassers geldste
Gelatine zu. Das Ganze wurde zu einem Brei verriihrt, in einer Dicke von etwa
1lcm auf ein Blech ausgestrichen, nach dem F¥rkalten in kleinere Platten zer-
schnitten und mehrere Tage lang im Trockenschrank bei 80° getrocknet. Die
Kost ist nun sehr hart und wird in haselnuflgrofie Stiicke zerbrochen. Derartig
zubereitet kann die McCollum-Kost 3143 monatelang in einer Flasche verschlossen
aufbewalbrt werden, wihrend sie nichfgetrocknet innerhalb 48 Stunden dicht von
Schimmelpilzen iibersat ist. Hine einfache Vermischung und Verabreichung der
McCollum-Kost hat den Nachteil, daB sich die Tiere die gréberen und schmack-
hafteren Teile auswahlen und das pulverisierte Calciumcarbonat durch das Draht-
netz am Boden durchfallt und somit eine rachitogene Kost gar nicht garantiert ist.

Die Sherman- Pappenheimer-Kost 84 — ein feines Mehlgemisch — riihrten wir
vor der Fiitterung mit destilliertem Wasser zu einem dicken Teig an. Bei derart
ernahrten Tieren sinkt die FreBlust rasch ab, auBerdem beobachteten wir 6fters
MiBbildungen der Zshne in Form von Schiefstellung der Incisivi. 'Wir sahen das
auch einmal bei der Originalzubereitung der McCollum-Kost, wihrend wir es bei
unserer Modifikation, wo die Kost in ganz harter Form verabreicht wird, nie beob-
achtet haben; wir glauben, daB die Ratten als Nager eben harte Kost bendtigen.
Wir haben deshalb auch versucht, den ,, Pappenheimer-Teig® im Trockenschrank
zu trocknen. Die Tiere nehmen ihn aber in dieser Zubereitung iiberhaupt nicht
zu sich.

45 Wochen alte Albino- und schwarz-weiBe Ratten haben wir mit McCollum-
Kost 3143 ernihrt. Die Tiere wurden in einem fensterlosen Kellerraum gehalten,
der nur durch elektrisches Rotlicht zu erhellen ist. In anderen Versuchsreihen
wurden die Tiere mit Sherman-Pappenheimer-Kost 84 erndhrt. Um aber dem
schlechten Wachstum und damit der maBigen Knorpelwucherung im Bereich der
rachitischen Zone vorzubeugen, ebenso der Keratomalacie, haben wir bei spater
angesetzten weiteren Versuchen die Tiere zwar grundsatzlich mit Sherman-Pappen-
heimer-Kost erndhrt, aber zweimal in der Woche McCollum-Kost verfiittert; das
hat den groBen Vorteil, daB die Tiere gut gedeihen, keine Abnahme der Freflust
zeigen und histologiseh einwandfreie Resultate geben. AuBer der rachitogenen
Kost wurde den Ratten im Vogelnipfchen destilliertes Wasser gereicht, so daf
das Trinkwasser nicht verschiittet werden konnte und den unten aufgefangenen
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Urin wertlos gemacht hitte, Anféinglich wurden die Tiere wurfweise beisammen
gelassen — etwa 4 Tage lang — dann einzeln in Kafige gesetzt, deren doppelter
Boden aus eng- und weitmaschigem Drahtgitter besteht. Trotz peinlicher Rein-
haltung ging besonders bei der Pappenheimer-Kost eine nicht geringe Anzahl
Versuchstiere an einem infektiosen Darmkatarrh ein, der nach Wamoscher und
Schmieden hauptsachlich durch Erreger der Paratyphus-B-Gruppe hervorgerufen
wird. Bei der von uns in den letzten Versuchsreihen angewandten gemischten
Fiitterang (Pappenheimer-Kost und zweimal in der Woche McCollum-Kost) sahen
wir eine geringere Sterblichkeit an Darmkatarrhen, da die Tiere gut gedichen.
Dabei hatten diese Ratten mit ihrer floriden Rachitis einen Froschbauch und bieg-
same Extremitaten.

Technik der Réntgenuntersuchung.

Zur Feststellung der Rachitis am lebenden Tier wurde die Rontgen-
untersuchung herangezogen. Es sind hierzu die untere Femur- und obere
Tibia~-Epi-Metaphyse zweckmifig und vollkommen ausreichend zu ver-
werten. Die Rontgenuntersughungen wurden gemacht, nachdem etwa
3 Wochen lang die rachitogene Kost verabreicht worden ist.

Kontrollratten im Alter von 7—8 Wochen, die mit Milch, Weizen
und Haferflocken erndhrt wurden, zeigten im Réntgenbild die gewdéhn-
lichen normalen Bilder von scharf konturierter Femur- und Tibia-
Diaphyse. A

Gleichalterige mit Rachitisdidt erndhrte Ratten mit florider Rachitis
(biegsame Extremitéten und Froschbauch!) zeigen dagegen bei gleicher
Aufnahmetechnik wie bei den Kontrolltieren eine verringerte Schatten-
dichte der Tibia- und Femurdiaphyse; das spricht fiir herabgesetzten
Kalkgehalt. Die Epiphysen sind unscharf begrenzt und zeigen wolkige
Aufhellungen. Die proximale Tibia-Epiphyse gibt einen ellipsenférmigen
Schatten. Die Epiphysenfuge ist stark verbreitert und imponiert als
unscharf begrenztes, unregelmifiges Band, das teilweise ausgefranst
erscheint. Die Metdphyse ist im ganzen verbreitert und gegen die Kpi-
physenfuge zu ,,becherférmig® ausgehohlt. Der distale Epiphysen-
spalt des Femur ist selten deutlich zu erkennen.

Makroskopischer Nachweis der Porphyrinablagerung.
Nachdem die Diagnose Rachitis rontgenologisch gesichert war,
wurden die Porphyrininjektionen entsprechend der erwdhnten Technik
vorgenommen. Um rachitische Ratten mit verschiedenen Gesamt-
dosen untersuchen zu kionnen, haben wir die Injektionsdauer und -dosis
derart variiert, dall wir Tiere hatten mit 0,5 bis 9,0 mg Porphyrin.
Nachdem die gewiinschte Gesamtdosis injiziert war, wurden nach
2 Tagen die Ratten getttet zum Nachweis des abgelagerten Porphyrins.
Wir haben dabei dessen Féhigkeit, im ultravioletten Licht zu fluores-
cieren, herangezogen (Hoppe-Seyler, Hausmann).
Wir verwandten zum makroskopischen Nachweis der Porphyrin-Flucrescenz
die Hanauer Analysenquarzlampe, die aus einer Quecksilberdampflampe mib
Virchows Archiv. Bd. 295. 4
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Wood-Filter besteht. Ist eine Porphyrinablagerung irgendwo im Gewebe vor-
handen, so leuchtet diese Partie unter der Analysenquarzlampe hellrot auf. Zur
Untersuchung der histologischen Schnitte auf Fluorescenz wurde das Fluorescenz-
und Spektralanalysenmikroskop von Borst-Konigsdirffer verwendet. Das Ultra-
violettlicht wird hier erzeugt von einer Eisenbogenlampe, gefiltert durch 8%ige
Kupfersulfatlosung und ein Schwarz-Uviolglas.

Histologisehe Technik.

Besonders groBie Schwierigkeiten bereitete die Herstellung der histo-
logischen Schnitte zur Untersuchung auf Fluorescenz. Um die Be-
ziehung der Porphyrinablagerung im Knochen zum Kalk studieren zu
kinmnen und um andererseits das abgelagerte Porphyrin nicht durch
kalklésende Mittel zu beeinflussen, mufiten vom unentkalkten Knochen
Schnitte angefertigt werden.

Wir verwendeten zunichst Gelatineeinbettung. Die Gelatineblécke wurden
auf dem Gefriermikrotom geschnitten. Die Porphyrinablagerung wurde dadurch
nicht beeinflufit. Es lassen sich damit ausgezeichnete Schnuitte herstellen, die
wegen. ihrer geringen Dicke zur Untersuchung auf Fluorescenz besonders wertvoll
gind; sie haben aber den groBen Nachteil, dafl eine Hamatoxylin-Eosinfarbung
der Kontrollschnitte wegen der starken Schrumpfung der Schnitte im Alkohol
nicht mdglich ist. Deshalb hat sich uns eine abgekiirzte Celloidineinbettung am
besten bewibrt. Es wurde immer das Kniegelenk mit angrenzender Tibia und
Femur untersucht.

Wir konnten feststellen, daf mit dieser Methode jedenfalls nur sehr
wenig Porphyrin aus dem Knochen herausgelost wird.

Die Schnitte wurden verwendet ungefarbt 1. zur Fluorescenzmikroskopie, 2. mit
Kossa-Farbung zum Nachweis der Kalkablagerung (mit Farbunterschieden von
gelb bis schwarz). Ein Teil der Kossa-Praparate wurde mit H-E. nachgefarbt.
3. Zur Hamatoxylin-Eosinfarbung (ebenso auch entkalkte Vergleichsschnitte).

Es muBite versucht werden, mdglichst drei brauchbare Schnitte nacheinander
zu erhalten und diese verschieden zu farben bzw. ungefsrbt zur fluorescenzmikro-
skopischen Untersuchung einzudecken. Serienschnitte sind-leider bei dem harten
Material nicht méglich. Es sei hier gleich erwihnt, daf die Fluorescenz in den
ungefirbten Schnitten nicht lange erhalten bleibt, sondern bald sebr stark abblaBt.

Histologische Befunde.

Bei der mikroskopischen Betrachtung eines Héamatoxylin-Eosin-gefarbten
Celloidinschnittes der Kniegelenkgegend eines 8 Wochen alten normalen Kon-
trolitieres sind die Markriume von zahlreichen Knochenbalken durchzogen. Die
Knorpelzellen des Gelenkknorpels sind in parallelen Reihen, senkrecht zur Gelenk-
oberflache, angeordnet, die gegen den Knochen zu volumindser werden und schlech-
tere Protoplasmastruktur zeigen. An diese blasig aufgetricbenen Knorpelzellen
des Gelenkknorpels schlieBen sich oft scharf abgesetzt die unregelmaBig angeord-
neten Knochenbélkchen der Epiphyse an, die den Markraum ausfiillen. Die proxi-
male Epiphysenfuge der Tibia stellt einen fast gerade verlaufenden Saum dar,
die distale Femurfuge dagegen ist wellenférmig. Die Epiphysenfuge bestebt aus
einer Schicht von parallelen Knorpelzellsiulen, die in der Richtung der Léngs-
achse des Knochens angeordnet sind. Die Knorpelgrundsubstanz um die blasigen
Knorpelzellen herum ist blau gefarbt und im Kossa-Praparat braun, also verkalkt.
Diese Zone der praparatorischen Verkalkung ist ein gleichmiBiges, gerades Band,
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parallel zur Knorpelfuge. An der Grenze zwischen den blasig aufgetriebenen
Knorpelzellen und den hier ebenfalls noch parallel angeordneten Knochenbélkchen
der Metaphyse findet sich ein dichter Saum von dunklen Zellen mit viel Proto-
plasma, das grau-violett gefarbt ist. Diese Zellen sind Osteoplasten. Sie um-
sgumen die einzelnen Knochenbdlkchen und grenzen sie gegen die Markriume ab.
Die GefaB-Sprossen reichen von den Markriumen her bis an die Zone der prapara-
torischen Verkalkung heran. Die Gefifle sind axial angeordnet, indem sie zwischen
die einzelnen Knorpelzellsdulen hereinwachsen.

Histologie der Rattenrachitis.

Das histologische Bild der Rattenrachitis ist von Erdheim, Ottokarl
Schultz u. a. eingehend beschrieben worden, Wir haben uns deshalb
darauf beschrinkt, im folgenden iiber unsere Befunde nur soweit zu
berichten, als sie fiir die Fluorescenzuntersuchungen von Wichtigkeit sind.

Wurden von Ratten, die réntgenologisch einwandfreie Rachitis auf-
weisen, die an das Kniegelenk anstoSenden Knochenpartien histologisch
untersucht (Hamatoxylin-Eosinfarbung), so fanden wir bei der Be-
trachtung mit der Lupe die starke und unregelmifliige Verbreiterung
der Epiphysenfugen als den auffallendsten Befund.

Entsprechend der Einteiluong von Kaufmann (nach Schultz) konnten
wir nun im einzelnen folgende Befunde feststellen:

A. Zone des ruhenden Knorpels.

Diese ist sehr schmal und liegt direkt den Knochenbélkchen der
Epiphyse auf. Die Knorpelzellen sind spindelf6érmig.

B. Zone der Knorpelwucherung.

Diese Zone, die die ganze Epiphysenfuge umfafit, ist im allgemeinen
in der Mitte am breitesten. Die Hohe dieser Schicht ist dem allgemeinen
Kérperwachstum proportional; wir fanden dementsprechend, daB im
Wachstum zuriickgebliebene Ratten eine geringere Hohe der Knorpel-
wucherungszone aufweisen und damit eine leichtere Form von Rachitis
haben als gut gedeihende. Die Zone der Knorpelwucherung mit ihren
drei Teilen lieferte uns folgende Bilder:

I. Zone der nichtorganisierten Knorpelzellsdulen mit Haufen stark
blau gefdrbter, rundlicher Knorpelzellen.

II. Zone der organisierten, parallelen Knorpelzellsiulen. Die Knorpel-
zellen sind nicht haufenweise, sondern einzeln in axial-paralleler Schich-
tung sdulenmifig angeordnet. Hier sind die Knorpelzellen grofler als
in Zone I und zeigen wabige Protoplasmastruktur. Die Schichthéhe
ist ganz ungleichmafig.

ITI. Zone des hyperplastischen Knorpels.

In dieser Zone fanden sich grofle, blasige Knorpelzellen, deren Proto-
plasma nicht mehr sichtbar ist, und vollkommene Verwerfung der ein-
zelnen Schichten. Es liegen Knorpelzungen oder -inseln durcheinander
neben rosa gefirbtem, kernarmen Gewebe, dem Osteoid; Gefifle sind

4%
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reichlich in diesem osteoiden Gewebe eingelagert. Diese starke GefiB-
sprossung dringt bei Priparaten, die einer in Ausheilung begriffenen
Rachitis entsprechen, bis in die Zone der organisierten Knorpelzellsiulen
vor. Die Gefifle dringen nicht nur in axialer Richtung in den Knorpel
ein wie normal, sondern schrig und sogar senkrecht zur Knochenachse.
Sie umschlingen ganze Gruppen von Knorpelzellsiulen, wihrend im
allgemeinen zwischen zwei Siulen ein Gefdf eindringt. Die Gefdfie im
osteoiden Gewebe sind weit und prall mit Erythrocyten gefiillt. In
Praparaten mit florider Rachitis kommen andererseits Inseln von Saulen-
knorpelzellen mitten im osteoiden Gewebe vor, bel denen sich keine
Gefalle in der ndchsten Umgebung dieser Knorpelinseln finden,

C. Zone der priparatorischen Verkalkung, die bei florider Rachitis
verbreitert und unterbrochen ist. Sie bildet die Begrenzung der
Knorpelwucherungszone diaphysenwirts. Die Knochenbélkchen sind
im kombinierten Kossa-Préparat in der Mitte schwarz, aullen rosa,
also zentrale Verkalkung mit osteoiden Séumen.

Wir sahen aullerdem noch Bilder, wo in der Mitte der Knorpel-
wucherungszone die Knorpelgrundsubstanz verkalkt ist; ferner andere,
wo diese Verkalkungszone epi- und diaphysenwérts verbreitert ist,
sogar bis zu einer Verschmelzung mit der fritheren préparatorischen
Verkalkungszone. Bei anderen Préparaten sind auch die Knorpelzellen
an Stellen stérkerer GefaBwucherung abgebaut worden und durch ver-
kalktes Gewebe ersetzt. Das osteoide Gewebe lagert von der Peripherie
her Kalksalze an. Schlieflich fanden sich bei manchen unserer Tiere
Bilder, wo nur noch eine mehr oder weniger schmale Kpiphysenfuge
zu sehen war. Es sind das alles Befunde, wie sie einer Heilung der
Rachitis, die vorher rontgenologisch gesichert war, entsprechen; teils
ist diese beginnend, teils mehr oder weniger fortgeschritten. Auch
rontgenologisch haben wir in Heilung begriffene Rachitis erkennen
kénnen; wir sahen namlich verschiedentlich schmale Schattenstreifen
mitten in der breiten Epiphysenfuge.

Durch Variation der Versuchsdauer haben wir die Rattenrachitis
in den verschiedenen Phasen studieren kénnen. Der Grad der Rachitis
ist bei den einzelnen Tieren verschieden, sogar bei gleicher Kost und
Versuchsdauer.

Makroskopische Befunde im UYV.-Licht.

Wir fanden bei allen Tieren eine Primérfluorescenz des Darmes,
die im unteren Ileum am stérksten ist; diese Fluorescenz diirfte haupt-
sdchlich durch Koproporphyrin verursacht sein, da sich das Porphyrin
der Darmschleimhaut in Ather 16sen lieB. Die Galle zeigt schwache, die
Trénendriisen starke Fluorescenz. An den inneren Organen wie Leber,
Milz und Nebenniere konnten wir mit Hilfe der Fluorescenz weder
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makroskopisch noch mikroskopisch Porphyrin nachweisen. In Celloidin-
schnitten von Trénendriisen sahen wir Rotfluorescenz in Form von
Trépfchen im Driisenlumen; das Protoplasma der Epithelien zeigt
diffuse Rotfluorescenz. Es handelt sich nach Derrien und Turchini
um Ooporphyrin.

Wurden die Nieren von porphyringespritzten, rachitischen Ratten
in Alkohol fixiert, wobei der Alkohol in steigender Konzentration mehr-
mals gewechselt wurde, so fand sich makroskopisch auf dem Schnitt
durch die Niere eine schwache, diffuse Rotfluorescenz in der Rinde.
Als wir uns die Nieren frisch nach der Tttung unter der Quarzanalysen-
lampe ansahen, war eine primére Fluorescenz deshalb nicht nachzu-
weisen, weil sie, wenn vielleicht vorhanden, vom Blut iiberdeckt wird.
Ob es sich dabei um Porphyrinfluorescenz handelt, haben wir nicht
feststellen konnen, da die Fluorescenz zu schwach war, um spektro-
skopisch identifiziert zu werden. Im Gewebsschnitt ist trotz Anwendung
aller Schnittmethoden diese anscheinend nur geringe Menge fraglichen
Porphyring ansgeschwemmt, so dafl iiberhaupt keine Fluorescenz mehr
nachweisbar ist.

Am Knochensystem fanden wir sowohl bei normalen wie rachiti-
schen Porphyrinratten nach Injektion von 2mal 0,5 mg Porphyrin eine
geringe Rotfluorescensz der Metaphysen dicht unter der Epiphysenfuge.
Bei hoherer Dosis (9 mg) itber lingere Zeit verteilt, sahen wir eine diffuse
Rotfluorescenz der gesamten Compacta und Spongiosa. Wie Fikentscher,
Fink and Emminger sehen auch wir, daf die Porphyrinablagerung sich
vorwiegend in den Gebieten starksten Wachstums findet. Der Knorpel
ist porphyrinfrei. Die Knorpelgrundsubstanz im Bereich der prépara-
torischen Verkalkung, die, wie die Kossa-Farbung zeigt, verkalkt ist,
fluoresciert rot. Die Knochenbédlkchen in der Metaphyse sind stark
porphyrinhaltig.

Unsere rachitischen Ratten mit 2—4 mg Porphyrin zeigten makro-
skopisch unter der Analysenquarzlampe méBige Rotfluorescenz der
Compacta, stirkere Fluorescenz der Metaphysenspongiosa. Die Fluores-
cenz der Metaphyse ist gegen die stark verbreiterte Epiphysenfuge
nicht so scharf und gleichmaBig abgesetzt wie beim normalen Kontroll-
tier, sondern gezackt und teilweise unterbrochen. Nach Injektion von
2mal 0,5 mg Porphyrin fand sich ein schmales, unregelmiBiges rotes
Band in der Metaphyse, dicht unter dem Intermedisrknorpel. Die
Epiphysenfuge selbst zeigt nie Fluorescenz.

Bei Priparaten, die wir als ausheilende Rachitis beurteilen, sind in
der Mitte der Fuge 1—2 schmale, rotfluorescierende Bander zu sehen.
Die Epiphyse zeigt ebenso wie die Patella 2 Schalen: die duBere, nicht
fluorescierende, blauliche Knorpelzone, darunter die rotfluorescierende
Knochenspongiosa. Das Knochenmark erscheint dunkelviolett und zeigt
keine Fluorescenz. Das Periost ist ebenfalls frei von Porphyrin.
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Fluorescenzmikroskopische Befunde.

Wie oben erwithnt, verglichen wir jeweils mdglichst deckungsgleiche
Schnitte ungefdrbt und gefirbt.

Der ruhende und der Saulenknorpel sind frei von Porphyrinfluores-
cenz. Die unregelmiBige und teilweise ganz verworfene Zone der pripara-
torischen Verkalkung zeigt in der Knorpelgrundsubstanz Porphyrin-
ablagerung. Im Kossa-H-E-Priparat rosa gefarbtes, kernarmes Gewebe,
das balkchenférmig angeordnet ist und das, entsprechend der ,,Ver-
werfung® der einzelnen Schichten bei der Rachitis sowohl als Insel im
Wucherungsknorpel als auch als Zunge zwischen den einzelnen Knochen-
béalkchen gelegen sein kann, erscheint im Fluorescenzmikroskop blau
(Osteoid). Die Knochenbélkchen in der Metaphyse zeigen in der Mitte
Fluorescenz, die osteciden Randsiume keine Fluorescenz. Daneben
finden sich in Praparaten von Tieren, bei denen wir nach dem rént-
genologischen und histologischen Befund eine beginnende Heilung der
Rachitis annehmen, Bilder, die folgendes erkennen lassen: Neben den
schon erwihnten Bilkchen mit zeniraler Fluorescenz liegen solche,
die ausgesprochene Randfluorescenz zeigen und solche, bei denen das
Bélkchen deutlich in seiner ganzen Ausdehnung fluoresciert. Das kommt
nach unserer Ansicht daher, daBl wir es mit verschiedenen Phasen in
dem An- und Umbau des osteoiden CGewebes zu tun haben. So kommen,
wenn einmal Heilungsvorginge einsetzen, Bélkchen vor, wo sich die
Randzone mit Kalk beschligt und damit Fluorescenz zeigt, wihrend
andere Bélkchen mit zentraler Verkalkung, die aus der Knorpelgrund-
substanz hervorgegangen ist, am Rand noch Osteoid aufweisen, das
keine Fluorescenz zeigt. Bilkchen, die in toto fluorescieren, sind schon
fertiger Knochen.

Wir sehen also im Fluorescenzbild besonders deutlich, wie die Hei-
lungsvorginge langsam und ungleichmiBig einsetzen und wie die Kalk-
bindung nicht auf einmal zur sofortigen Heilung fihrt, sondern langsam
nach und nach entsprechend unseren Bildern vonstatten geht.

Der Gelenkknorpel der Epiphyse ist porphyrinfrei. Die Wand der
blasig aufgetriebenen Knorpelzellen gegen das Mark zu fluoresciert.

Wir haben zum Schluf Urinuntersuchungen angestellt.

Beim Vergleich der Salzsiureausziige vom Urin rachitischer Ratten
mit denen vom Urin normaler Ratten fanden wir bei rachitischen Ratten
eine stirkere Koproporphyrinausscheidung als bei Normalratten. Wir
filhren dies darauf zuriick, daB3 bei rachitischen Ratten das Porphyrin-
Bindungsvermdgen herabgesetzt ist wegen des verringerten Kalk-
gehaltes des Knochens, so daB mehr Porphyrin ausgeschieden wird,
und zwar als Koproporphyrin. Selbstverstindlich war die Injektions-
dosis bei diesem Versuch dieselbe wie bei den normalen und rachitischen
Ratten. Beim Vergleich der Urine von nichtgespritzten, rachitischen und
normalen Ratten ergab sich kein Unterschied in der Ausscheidung.
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Zusammenfassung und Ergehnisse.

Ohne die biologischen Unterschiede zwischen der menschlichen und
tierischen Rachitis zu beriicksichtigen, verwandten wir die durch
McCollum-Kost 3143 und Sherman- Pappenheimer-Kost 84 erzeugte
Rachitis bei der Ratte, um hier bei dieser Stérung des Kalkstoffwechsels
die Porphyrin-Ablagerungsverhiltnisse zu studieren als Fortsetzung der
Arbeiten von Frinkel und Fikentscher-Fink-Emminger, die die Affinitit
des Porphyrins zum Kalk experimentell festgestellt haben. Wir ver-
wandten Iso-Uroporphyrinlésung, die in Tagesdosen von 0,5 mg mehrere
Tage lang bis zu 22 Tagen subcutan injiziert wurde, nachdem bei den
Ratten klinisch und réntgenologisch Rachitis festgestellt worden war.
Die dabei erhobenen Befunde sind beschrieben und zugleich mit den
Ergebnissen fritherer Untersucher verglichen worden. Von den rachiti-
schen, porphyringespritzten Ratten wurde das Kniegelenk mit an-
schlieBenden Knochenpartien entkalkt und unentkalkt histologisch
und fluorescenzmikroskopisch untersucht, wobei mdglichst deckungs-
gleiche Fluorescenzschnitte mit Kosse-HE-Schnitten verglichen wurden.
Wir fanden dabei, entsprechend dem nach der Variation der Ver-
sucheverschiedenen Grad der Rachitis, dafl immer da, wo verkalkte
Partien tibriggeblieben waren oder mneue Verkalkung einsetzte, auch
Rotfluorescenz, hervorgerufen durch die Porphyrininjektion, vor-
handen war. Dabei konnten wir, wie aus fritheren Untersuchungen
bekannt war, feststellen, dall ganz allgemein im Gebiete der stérksten
Wachstumsvorginge die stérkste Porphyrinablagerung zu finden war.
Das Osteoid, ebenso die Knorpelzellen zeigten keine Fluorescenz, wohl
aber war, entsprechend dem positiven Kossa-Befund, die Knorpel-
grundsubstanz in der bei der Rachitis sehr unregelmiBigen pripara-
torischen Verkalkungszone porphyrinhaltig.

Wir sahen bei unseren mikroskopischen Schnitten Bilder, die ganz
einer mehr oder weniger weit vorgeschrittenen Heilung der Rachitis
entsprachen. Wir wollten die Frage, ob Porphyrin im Sinne van Leersums
durch seine Sensibilisierung des Organismus durch Ausniitzung geringster
Lichtmengen -eine Heilwirkung auf die Rachitis hat, vorldufig noch
nicht beantworten, da bei unseren Versuchen die Tiere in vélliger Dunkel-
heit gehalten wurden und da wir mit viel geringeren Porphyrinmengen
gearbeitet hatten als van Leersum. Unsere Heilungsbilder konnten wir
nicht auf das Konto der Porphyrinzufuhr setzen, sondern mufBten sie
als beginnende Spontanheilung ansehen.

Trotz einwandfrei erzeugter Rachitis, die ganz den Bildern von
van Leersum und von O. Schultz entspricht, war die Heilung eine sehr
zégernde und die Porphyrinablagerung ein scheinbar indifferenter
Vorgang in bezug auf die Rachitis.

Nebenbei haben wir in Galle und Darm Porphyrinfluorescenz ge-
funden, ebenso in der Tranendriise und Harder-Driise. Das Porphyrin
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fand sich da in Form kleiner Tropfen im Driisenlumen; im Proto-
plasma der Driisenépithelien fand sich diffuse Rotfluorescenz.

Vergleichende Urinuntersuchungen ergaben eine erhéhte Kopro-
porphyrinausscheidung bei rachitischen Ratten gegeniiber normalen
Kontrolltieren, wobei die Iso-Uroporphyrinzufuhr und die dufleren Be-
dingungen wihrend der Versuchsdauer jeweils die gleiche war. Wir
filhrten das darauf zuriick, dafll das Porphyrinbindungsvermégen des
rachitischen Knochens wegen seines verringerten Kalkgehaltes herab-
gesetzt ist.
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