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Obwohl es schon seit langem bekannt ist, daf ultraviolettes Licht
die Fahigkeit besitzt, die verschiedensten Stoffe zur Fluorescenz zu
bringen, d.h. sie zum Aussenden sichtbaren Lichtes zu veranlassen,
findet sich erst in neuerer Zeit eine gréBere Zahl von Arbeiten, in welchen
die verschiedensten Probleme mit Hilfe von Fluorescenzerscheinungen
erforscht werden. Verschiedene Griinde méogen daran schuld sein. Der
entscheidendste wird der sein, dal} es erst in jingerer Zeit gelungen ist,
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Lichtquellen herzustellen, welche ein ultraviolettes Licht von gentigender
Flichenintensitat aussenden. Erst hierdurch war es mdglich, starkere
VergroBerungen anzuwenden und eine gréflere Auflésung der Zellstruk-
turen zu erreichen. Mehrere Forscher haben versucht, die Fluorescenz-
mikroskope zu verbessern. Ich méchte auf diese Versuche nicht niher
eingehen, da sie andernorts genau beschrieben sind. Einen entscheidenden
Aufschwung hat die Fluorescenzmikroskopie jedoch erst genommen, als
M. Haitinger und Ellinger nnd Hirt ihre Apparate konstruiert und dev
Allgemeinheit zugingig gemacht hatten. Der Haitingersche Apparat
wird von der Firma Reichert, Wien, die Ellinger und Hirtsche Xon-
struktion von Carl Zeifl, Jena, hergestellt. Auf Prinzip und Kinzel-
heiten der Apparaturen niher einzugehen, eriibrigt sich, da dies schon
von verschiedenen Autoren geschehen ist. Eine sehr gute Ubersicht
iiber die vorhandenen Apparaturen gibt unter anderem Hattinger in
seinem Buch : Fluorescenzmikroskopie, ihre Anwendung in der Histologie
und Chemie, in welchem er auch ausfithrlich auf die bis 1938 auf dem
Gebiete der Fluorescenzmikroskopie erschienenen Arbeiten eingeht.
Weitere ausfiihrliche Literaturangaben finden sich bei Danckworté. Ein
ausfithrliches Referat des Autors itber den heutigen Stand der fluores-
cenzmikroskopischen Literatur konnte aus Griinden der Raumersparnis
im Rahmen dieser Arbeit nicht gebracht werden.

Auf anatomisch-physiologischem Gebiet wiren die Arbeiten Hirts
und Ellingers zu erwihnen, die das Schicksal verschiedener Vitamine
und Redoxsysteme im Organismus besprechen, aullerdem interessante
Ergebnisse {iber die Leber- und Nierensekretion bringen. Auch in der
Bakteriologie liegen zahlreiche, interessante Arbeiten vor. Mit der Dar-
stellung von Bakterienkolonien befafiten sich des. Kaiserling, Hagemann
w. a. Auch in der Virusforschung leistet die Fluorescenzimikroskopie
gute Dienste, wie aus den Arbeiten Gerlachs, Clauberys usw. hervorgeht.
Kaum zu tiberseben ist das Schrifttum der Porphyrinforschung. Hier
geben die Arbeiten von Borst und Aénigsdorffer, auerdem die Arbeiten
Kiommerers, eine gute Ubersicht. Weitere zahlreiche Arbeiten liegen
ferner auf dem Gebiet der inneren Medizin, Psychiatrie, gerichtlichen
Medizin, Dermatologic und Augenheilkunde vor, auf welche aus Griinden
dler Raumersparnis nicht weiter eingegangen werden kann.

Auch in der pathologischen Anatomie sind zahlreiche Arbeiten vor-
handen, welche nicht alle erwédhnt werden kénnen, Sehr interessant ist
die ausfithrliche, in diesem Archiv erschierene Arbeit Hamperls, welche
sich mit der Fluorescenz, und zwar hauptsichlich der Eigenfluorescenz
der normalen menschlichen Gewebe, beschiftigt. Fir jeden, der sich
mit der Untersuchung der Eigenfluorescenz pathologisch verdnderter
Organe befassen will, ist das Studium dieser Arbeit unerlaBlich, um sich
iiber die normalerweise vorhandenen Fluorescenzen der einzelnen Gewebe
zu unterrichten.
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FEigene Untersuchungen.
Bemerkungen zur Methodik.

Wie sich aus der Literaturiibersicht ergibt, stehen uns verschiedene
Untersuchungsmethoden zur Verfiigung, die ich folgendermaBen ein-
teilen mochte:

1. Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen mit dem Auflicht-
mikroskop am lebenden Tier.

2. Untersuchungen am Schnittpriparat.

3. Anwendung von Fluorochromen, d. h. Anfirbung der Schnitte oder
auch des lebenden Materials mit fluorescierenden Stoffen. .

4. Beobachtung der Eigenfluorescenz von Geweben ohne Anwendung
irgendwelcher Farbstoffe.

5, Verwendung von fixiertem Material (Formol, Alkohol usw.).

6. Herstellung unfixierter Schnitte mit Hilfe der Messerunterkithlungs-
technik.

Uber personliche Erfahrungen mit der ersten Methode, welche von
Ellinger und Hirt hauptsichlich angewandt und ausgebaut wurde, ver-
fiige ich nicht. Es war nicht mehr mdoglich, im Kriege die entsprechende
Apparatur, namentlich die unumginglichen Wasserimmersionen, anzu-
schaffen. Ich glaube, dafl die Lebenduntersuchungen namentlich zur
Klirung allgemein-pathologischer Probleme hervorragend geeignet sind.
Andererseits war es auch wieder reizvoll, zu versuchen, ob nicht mit der
in der menschlichen Pathologie allein anwendbaren Durchlichtmethode
neue Erkenntnisse mit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie gewonnen
werden kénnten. Man muf sich nun dariiber klar sein, daB eben auf die
Betrachtung von Vorgingen zu verzichten ist. Man ist wie bei bisher
iiblichen histologischen Untersuchungsmethoden darauf angewiesen, aus
augenblicklichen Zustinden auf Vorginge zu schliefen. Aber da an
Tieren gewonnene Erkenntnisse ja doch nicht-ohne weiteres auf den
Menschen iibertragbar sind, wird man immer die am Tier mit der Auflicht-
methode gewonnenen Erkenntnisse am Menschen mit der Methode im
durchfallenden Licht nachpriifen miissen. Aus diesem Grunde wiirde es
sich vielleicht auch schon bei Tierversuchen empfehlen, die mit der Auf-
lichtmethode gewonnenen Ergebnisse mit der Durchlichtmethode nach-
zupriifen, um auf diese Weise Riickschliisse auf die menschliche Patho-
logie um so cher zu erméglichen. (Von Hirt und seinen Schiilern ist dies
in vielen Fillen auch bereits schon getan worden. Auch von anderen
ist es geschehen, wenn auch noch nicht in systematischer Weise.)

Meine Untersuchungen wurden ausschlieBlich am Schnittpraparat,
und zwar hauptsichlich am wunfixierten Schnitt, vorgenommen. Das
Arbeiten mit unfixierten Schnitten hat, wie ich ohne weiteres zugebe,
auf der einen Seite grofie Nachteile, deren hervorstechendster ist, daB die
Schnitte sich nur kurze Zeit halten. Aber bei manchen Versuchen,
wie z. B. bei der Verfolgung von Eiweilligerinnungsvorgangen, hat sich
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crgeben, dal die Anwendung irgendwelcher Fixierungsmethoden unmég-
lich ist. Es wird von verschiedenen Beobachtern (Hamperl u. a.) an-
gegeben, daB z. B. die Formolfixierung vorhandene Fluorescenzen so gut
wie nie store. Das gebe ich ohne weiteres zu, es ist mir aber aufgefallen,
daB durch die Fixierung am frischen Material nicht sichtbare Fluores-
cenzen sehr rasch geweckt werden. Bei vielen Versuchen stort das nicht,
wie auch z. B. von Hamper! hervorgehoben wird. Wenn es einem aber
darauf ankommt, geringe Eigenfluorescenzschwankungen zu beobachten,
dann kann auch eine schwichere, durch das Fixierungsmittel bedingte
Fluorescenz sehr stérend wirken. Als EinschluBmittel der Schnitte habe
ich fast immer physiologische Kochsalzlgsung beniitzt, da e sicher
fluorescenzfrel ist und weder Fluorescenzen hervorruft, noch vorbandene
ausléscht. Den Nachteil der mangelnden Haltbarkeit habe ich in Kauf
genomumen. Die unfixierten Schnitte sind sdmtlich mit dem Gefriermikro-
tom mit unterkithltemn Messer hergestellt. Bei dieser Methode tritt eine
Fehlerquelle auf, auf die ich gern besonders hinweisen méchte, Aus der
Kohlensdure schligt sich manchmal auf dem Mikrotommesser eine &lige
Substanz nieder, welche wahrscheinlich als Verunreinigung der handels-
iblichen Kohlensiure angesehen werden mufl. Diese ¢lige Substanz ge-
langt manchmal in feinsten, mikroskopisch kleinen Trépfchen auf den
Schnitt und ruft hier eine helle, blauweiBliche Fluorescenz hervor. Da
sich diese Tropfchen aber hauptsidchlich am Rande des Praparates finden,
wo sie ja zuerst vom Messer abgestreift werden, ist es leicht, die bliu-
lichen punktférmigen Fluorescenzen als Yerunreinigung zu erkennen und
entsprechend zu werten. Nach diesen Vorbemerkungen zur Methodik
komme ich zur Schilderung meiner Versuche. Zum Teil habe ich meine
Ergebnisse durch Untersuchung von Leichenmaterial gewonnen, zum Teil
habe ich Tierversuche angestellt.

Ich teile meine Versuche folgendermaflen ein:

1. Fluorescenzerscheinungen bei der Eiweifigerinnung mit besonderer
Beriicksichtigung der Infarkte.

2. Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen kaliumchromatvergif-
teter Nieren von Hunden und Kaninchen.

3. Ausscheidung von fluorescierenden Stoffen durch die kalium-
chromatvergiftete Niere.

4. Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen an menschlichem Lei-
chenmaterial mit besonderer Beriicksichtigung der Nieren.

1. Fluorescenzerscheinungen bei der Eiweigerinnung
mit bhesonderer Beriicksichticung der Infarkte.

Die Tatsache, daBl fixiertes Material, gleichgiiltiz von welchem
Organ, im Laufe der Zeit immer heller fluoresciert, veranlafite mich, der
Frage der durch Eiweillgerinnung hervorgerufenen Fluorescenz der Ge-
webe naher nachzugehen.
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Bekannt und von vielen bestitigt ist die Tatsache, daB, von Aus-
nahmen abgesehen, frisches, gesundes Parenchym der Organe nicht
fluoresciert. Die an normalen menschlichen Geweben zu beobachtenden
Fluorescenzen sind sehr ausfithrlich und iibersichtlich von Hamperl (68)
beschrieben worden, und ich glaube nicht, da8 es mdglich ist, dieser
Arbeit Wesentliches hinzuzufiigen. Dagegen weniger bekannt sind die
priméren Fluorescenzen an pathologisch verdndertem Gewebe, daher will
ich dieser Frage in der vorliegenden Arbeit niher nachgehen.

Schon Hamperl schreibt, daB durch das Formol an einzelnen Geweben
eine Fluorescenzsteigerung hervorgerufen wird (kollagenes Bindegewebe
und Protoplasma) und fithrt diese Fluorescenzsteigerung auf eine Fallung
der Eiweillkorper zuriick. Ich méchte auch glauben, dafl bei dieser neu-
auftretenden Fluorescenz die Eiweillgerinmung eine wesentliche Rolle
spielt. Aus diesem Grunde habe ich mich auch bei der Untersuchung der
durch pathologische Prozesse hervorgerufenen Gewebsfluoresecenz zunichst
der (wahrscheinlich) durch Gerinnung hervorgebrachten zugewandt.

Es wird vielleicht der Einwand erhoben werden, daf} bei der Fixierung
auch andere Gewebsverinderungen auftreten koénnten wie eine bloBe
Gerinnung. Das will ich gar nicht in Abrede stellen. So ist z. B. die von
Hamperl beobachtete Fluorescenz der sonst im allgemeinen nicht fluores-
cierenden Erythrocyten in altem Formolmaterial sicher nicht allein auf
Gerinnungsprozesse zuriickzufithren. Aber im Laufe meiner Versuche
hat sich gezeigt, dall zum mindesten der Gerinnung auch eine wesent-
liche Bedeutung beim Auftreten der Fluorescenz zukommt. Zunichst
habe ich die Eiweillgerinnung durch Hitzeeinwirkung gepriift und
Gewebsstiickchen, welche von normalen Nieren (Sektionsmaterial)
stammten, einige Minuten in Wasser gekocht. Das so bebandelte Nieren-
gewebe zeigte eine deutliche Fluorescenz, und zwar fluorescierten sowohl
die Tubuli und Sammelréhren als auch Glomeruli (letztere allerdings
schwiécher) in einer hellgelb-briuntichen Farbe. Unverdndert blieb die
vor dem Kochen schon sichtbare Fluorescenz der elastischen Fasern.
Um den Unterschied zwischen gekochtem und ungekochtem Gewebe
noch sinnfilliger zu machen, schnitt ich von einer Niere einen schmalen
Streifen von etwa 3 em Linge und 1/, cm Breite ab und brachte die eine
Halfte des Streifens, also etwa 1,5 em, zwischen feuchtes Fliefpapier und
zwei Objekttriger und lieB nur die unbedeckte Hilfte in das kochende
Wasser eintauchen. Auf diese Weise wurde die Gerinnung der bedeckten
Hilfte verhiitet, und man sah im Fluorescenzmikroskop sehr gut den
Kontrast zwischen der geronnenen und frischen Priparatenhilfte. Zur
Aufzeigung der Gerinnungsfluorescenz durch Kochen erwies sich Leber-
gewebe noch geeigneter als Nierengewebe, weil bei der Leber die Fluores-
cenz gleichmaBiger ist, da bei der Niere doch immer einzelne Tubuli
etwas heller leuchten., Vor allen Dingen ist es leichter, Lebergewebe zu
finden, welches (mit Ausnahme der elastischen Fasern der GefiBle) im
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frischen Zustande gar keine Fluorescenz zeigt, als Nierengewebe, bei
welchem aus ungeklirten Griinden viel héufiger mehr oder weniger aus-
gepragt fluorescierende Tubuli gefunden werden. Ich werde auf diesen
Punkt weiter unten bei der Schilderung der Versuche des Abschnittes 3
meiner Arbeit zu sprechen kommen. Gekochtes Lebergewebe zeigt im
Gegensatz zu gekochtem Nierengewebe keine gelbbraunliche, sondern eine
mehr grauweillliche Farbe. Nicht nur Leber und Nierengewebe, sondern
auch sehr viele andere lassen sich durch Kochen ebenso wie durch linger
dauernde Fixierungen zur Fluorescenz bringen, die Befunde weichen von
den bisher beschriebenen nicht wesentlich ab, es eritbrigt sich daher,
naher auf sie einzugehen. Schon durch die Kochversuche erschien e
mir sehr wahrseheinlich, daf} Gerinnungsvorginge fiir das Auftreten von
Fluorescenzen verantwortlich sein kénnten.

Eine pathologische Veranderung tierischer und menschlicher Organe,
bei welcher eine Eiweifigerinnung im Vordergrund steht, ist bekanntlich
der Infarkt. Besonders geeignet zur Untersuchung erschien mir der
andmische Infarkt zu sein. Zur Untersuchung wurden nur blande Infarkte
verwendet, um Stdrungen durch Eiterungen und Bakterienwirkung zu
vermeiden. Die untersuchten Infarkte stammten hauptsiichlich von
Milzen und Nieren. Zunichst wurden Infarkte untersucht, welche am
Leichenmaterial gefunden wurden, spiter fithrte ich auch Tierversuche
aus. Zunichst kamen einige Niereninfarkte zur Untersuchung, welche
zum Teil im AnschiuB an Endokarditiden, zum Teil durch losgerissene
Thromben im linken Herzobr bei Herzinsuffizienzen verschiedenster Ge-
nese entstanden waren. Die Priparate wurden unfixiert mit dem unter-
kithlten Messer geschnitten und fluorescenzmikroskopisch untersucht.
Das intakte Nierengewebe zeigte, abgesehen von einigen gelblich fluores-
cierenden Koérnchen (Abnutzungspigmente und dergleichen), in den
Tubulusepithelien keine Fluorescenz. Auffallend hell fluorescierte jedoch
das Infarktgewebe. Die Tubuli leuchteten in der Infarktzone in hell-
weilllicher Farbe, wihrend die Glomeruli und das interstitielle Gewebe
nur eine schwache Fluorescenz aufwiesen. Weiterhin wurden Milz.-
infarkte untersucht. Die Milzinfarkte stammten gleichfalls sowohl von
Leichen mit einer Endokarditis als Hauptbefund als auch von Fillen,
welche einer muskuliven Insuffizienz des Herzens erlegen waren. Es
hatte nicht den Anschein, dal} die den Infarkt erzeugende Grundkrankheit
einen Einflufl auf die Fluorescenz der Infarkte ausiibte, aber bei der
verhiltnismaBig geringen Anzahl der im laufenden Sektionsgut anfallenden
Infarkte moéchte ich iiber diesen Punkt noch nichts Endgiiltiges aus-
sagen. - Die beobachteten Milzinfarkte zeigten niemals eine so helle und
intensive Fluorescenz wie die Niereninfarkte. Nur bei einer Milz sah ich
einen etwas heller graufluorescierenden Infarkt, bei einer weiteren einen,
der fast so hell fluorescierte wie die Niereninfarkte. Im iibrigen waren
aber alle beobachteten Milzinfarkte vollstindig dunkel.
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Es wire nun die Frage zu kliren, welcher Vorgang oder welcher Stoff
fir die Gerinnung bzw. fiir die Fluorescenz der Infarkte verantwortlich
ist. Auf die Vorginge der EiweiBgerinnung kann im Rahmen dieser
Arbeit nicht ndher eingegangen werden, und es mufl auf die zahlreichen
iiber diesen Punkt vorhandenen Verdffentlichungen verwiesen werden
(Weigert, Ernst, Borger, Bauer u. a. haben ausfiihrlich iiber dieses Thema
gearbeitet). Interessant wire die Klarung der Frage, ob das geronnene
Eiweil} an sich leuchtet, oder ob es die die Gerinnung bewirkenden Stoffe
sind, welche das Aufleuchten des EiweiBles im ultravioletten Licht hervor-
rufen. Es ist mir nicht gelungen, diese Frage mit Sicherheit zu ent-
scheiden, aber die meisten in dieser Richtung angestellten Versuche
sprechen fiir die erstere Annahme. Ich habe schon oben erwihnt, dafl
gekochtes Material aufleuchtet. Es ist ja nicht gut vorstellbar, daf3 durch
das Kochen vorher nicht vorhanden gewesene Stoffe auftreten kénnten,
man miiite lediglich daran denken, dal durch das Kochen irgendwelche
Umsetzungen eintreten, welche fluorescierende Eigenschaften aufweisen.
Weiterhin fiel bei der Beobachtung einiger experimentell erzeugter
Infarkte auf, daB besonders hell die Partien aufleuchteten, welche sich
bei der feingeweblichen Untersuchung im Himatoxylin-Eosin-Praparat
als verkalkt herausstellten. Da das Calcium bei Gerinnungsvorgingen
iiberhaupt eine wichtige Rolle spielt, lag es nahe, daran zu denken, das
Calcium mdchte in irgendeiner Weise fiir das Auftreten der Fluorescenz
verantwortlich sein. Um dieser Frage nachzugehen, habe ich einige
Reagensglasversuche unternommen. Zundchst wurden frische Leber-
stiickchen unter sterilen Bedingungen in frisches, steril entnommenes
menschliches Serum gebracht und 24 Stunden darin belassen. Bei der
fluorescenzmikroskopischen Untersuchung zeigte sich am Rande des
Gewebsstiickchens eine einige Millimeter breite, in einem hellgrau-
weilichen Farbton fluorescierende Zone, die sich in ihrer Fluorescenz
in nichts von den zur Beobachtung gekommenen Infarkten unterschied.
Die mittleren Partien des Gewebsstiickchens waren vollkommen dunkel.
Die Grenze zwischen den hellen und dunklen Abschnitten war absolut
scharf. Man darf also wohl annehmen, daB hier ein dhnlicher Vorgang
fiir die Fluorescenz verantwortlich ist wie bei den echten Infarkten. Um
den Versuch noch natiirlicher zu gestalten, brachte ich, wiederum unter
vollig sterilen Bedingungen, Leberstiickchen in die freie Bauchhéhle von
Meerschweinchen. Auch bei diesen Versuchen ergab sich das gleiche Bild:
Hell-weiBlich-grau leuchtender scharf abgesetzter Rand, dunkle Mitte.
Um nun zu priifen, welehe Rolle das Calcium bei diesen Vorgiingen spielt,
brachte ich unter den gleichen Bedingungen Organstiickchen, Leber und
Niere, in Serum, welchem Oxalat zugesetzt war, um die Calciumwirkung
auszuschalten. Bei der nachfolgenden fluorescenzmikroskopischen Unter-
suchung zeigte sich, dafl bei den so behandelten Organstiickchen das Auf-
leuchten der Randzone ausblieb. Hieraus geht klar hervor, daB dem

Virchowa Archiv. Bd. 310. 9
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Calcium eine wichtige Rolle beim Zustandekommen der Fluorescenz
zugeschrieben werden mull. Es ist aber absolut unwahrscheinlich, dafl
das Caleium selbst leuchtet. Ich habe verschiedene Calcinmsalze in ge-
Isstem Zustand auf ihre Fluorescenz hin untersucht und gefunden, daB3
sie im ultravioletten Licht nicht aufleuchten. Man muB also wohl an-
nehmen, dafl zum Zustandekommen der Gerinnungsfluorescenz die An-
wesenheit von Caleium notwendig ist, darf dies aber nicht in dem Sinne
verstehen, dafl das Caleium selbst leuchtet, sondern daf es beim Zustande-
kommen der Gerinnung eine wichtige Rolle spielt, und erst die geronnenen
EiweiBmaflen selbst das Aufleuchten bewirken. Diese Behauptung gilt
mit einer Ausnahme. Auskrystallisierte, nicht geloste Calciumsalze zeigen
auch im Modellversuch eine helle Fluorescenz, ebenso kann man bei allen
Verkalkungen der Gewebe eine Weillfluorescenz beobachten. Aber
normalerweise handelt es sich ja bei den Gerinnungsvorgingen um
geldstes und nicht um auskrystallisiertes Calcium.

Weiterhin untersuchte ich zahlreiche Fermente in geléstem Zustand
auf ihre fluorescierenden Eigenschaften hin. Es kamen Trypsin, Steapsin,
Lipase, Thrombin und Thrombokinase zur Untersuchung. Bei keinem
dicser Fermente konnte ich eine Fluorescenz bemerken. Ich halte es
fiir nicht sehr wahrscheinlich, da anderen Fermenten, die ich mnicht
untersucht habe, eine Fluorescenz ecigen ist. Diese Versuche scheinen es
mir wabrscheinlich zu machen, daB die Fluorescenz der Infarkte mnicht
auf von aulen an das Gewebe herangebrachten Stoffen beruht, sondern
lediglich auf unbekannten Eiweiflumsetzungen bei der Gerinnung. Auf
die durch Gefalunterbindung im Tierversuch erzeugten Infarkte mochte
ich weiter unten zu sprechen kommen.

Im Laufe meiner Untersuchungen an von Leichenmaterial stam-
menden Infarkten kamen noch einige dltere, hauptsichlich Milzinfarkte,
zur Untersuchung, welche keinerlei Fluorescenzerscheinungen zeigten und
bei der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht vollstindig dunkel blieben,
Dieses Verhalten der dlteren Infarkte erschien mir zunichst vollkommen
unverstindlich. Ich habe an die verschiedensten Mdoglichkeiten gedacht,
welche hierfiir verantwortlich gemacht werden kénnen. Da behauptet
wird, dltere Infarkte seien wasserdrmer als frische (Inspissation der
Infarkte von Virchow), erwog ich die Moglichkeit, ob vielleicht durch den
Wasserverlust die Fluorescenz ausgeloscht wiirde, obwohl mir dies von
vornherein nicht sehr wahrscheinlich erschien. Ich habe nimlich immer
beobachtet, dafl eingetrocknete Schnitte ihre Fluorescenz nicht ein-
biiBten, sondern im Gegenteil eine hellere aufwiesen. Nun kann ja aller-
dings bei den édlteren Infarkten von einem Eintrocknen im iiblichen Sinne
keine Rede sein, sondern sie kénnen héchstens wasserirmer als ithre Um-
gebung werden. Um nun den Einflul einer Wasserverarmung des Ge-
webes auf die Fluorescenz zu priifen, brachte ich Gewebsstiickchen von
Leber und Niere (welche durch vorheriges Kochen zur Gerinnung gebracht
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waren) in konzentrierte Kochsalzlosung und belieB sie 8 Tage in derselben.
Ich stellte nun fest, dafl die Fluorescenz dieser Gewebe keineswegs ab,
sondern sogar zunahm. Der Wasserverlust der Gewebe scheint alsc
keinen EinfluB auf die Abnahme der Fluorescenz zu haben. Der Wert
dieser Versuche wird allerdings dadurch beeintrichtigt, dafl durch kon-
zentrierte Kochsalzlgsung ebenfalls eine Fillung der Eiweiflkorper be-
wirkt wird, daf} also moglicherweise die beim Kochen aufgetretenen
Gerinnungsvorginge noch verstirkt und dadurch eine vielleicht doch vor-
handene Fluorescenzabnahme iiberdeckt wurde. Flir das Wahrschein-
lichere halte ich jedoch, daB der Wasserentzug keine Fluorescenzabnahme
bewirkt.

Weiterhin ist bekannt, dafl die Infarkte eine alkalische Reaktion auf-
weisen (Borger). Ich dachte nun daran, dafl vielleicht diese alkalische
Reaktion fiir das Aufhéren der Fluorescenz der Infarkte verantwortlich
zu machen wire. Um dieser Frage nachzugehen, babe ich Infarks-
stiickchen und auch von Leber und Niere stammendes Gewebsmaterial
in n/10 Natronlauge gebracht und in Abstinden von 24 Stunden von
dem betreffenden Material Gewebsschnitte angefertigt. Ich konnte beoh-
achten, daf in der Tat von auBlen nach innen fortschreitend die Fluores-
cenz des Gewebes abnahm bzw. ganz aufhdrte. Auch hier war wieder dic
Grenze zum noch leuchtenden Gewebe absolut scharf. Es hatte also
zunichst den Anschein, dall eine alkalische Reaktion in der Tat in der
Lage sei, Gewebsfluorescenzen auszuléschen. Man mufl wahrscheinlich
hierfiir die Quellung des Gewebes verantwortlich machen, denn schon
nach einigen Tagen bemerkt man auch mit bloBem Auge eine sebr erheb-
liche Aufquellung der Organe. Die Tatsache, dall Alkalien eine Gewebs-
quellung verursachen, ist ja bekannt. Es fragt sich nur, ob man diese im
Versuch gewonnenen Ergebnisse ohne weiteres auf die sich tatséchlich
im Leben abspielenden Vorginge iibertragen darf. Dagegen erheben sich
verschiedene Bedenken. Der wichtigste Einwand, den man gegen diesen
Versuch erheben kann, erscheint mir der zu sein, dafl so starke Alkalitits-
grade wie sie eine n/10 NaOH-Lésung aufweist, im Organismus nicht vor-
kommen. Es wurde also untersucht, ob auch schwichere alkalische
Losungen den gleichen Effekt haben wiirden. Um den Versuch moglichst
physiologisch zu gestalten, wurde die ja ebenfalls alkalisch reagierende
Tyrodeldsung verwandt. (Es wurde die Tyrodeldsung der urspriinglichen
Vorschrift verwandt, also folgende Zusammensetzung: 8 g NaCl, 0,2 ¢
KCl, 0,2 g CaCl,, 0,1 ¢ MgCl,, 1 g NaHCO,, 0,05 g NaH,PO,, 1 g Glucose.)
Zu den Versuchen mit Tyrodeldsung wurden Leberstiickchen beniitzt,
welche durch vorheriges Kochen zur Gerinnung gebracht waren und eine
helle Fluorescenz zeigten. Diese Leberstiickchen wurde nun unter

“sterilen Kautelen in die Tyrodelsung eingebracht. Die Organstiickchen
wurden 7 Tage lang mit Abstinden von 24 Stunden fluoreseenzmikro-
skopisch untersucht, und es zeigte sich, daB trotz der alkalischen Reaktion

9*
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der Tyrodeldsung, die ja in ihrer Zusammensetzung wesentlich physio-
logischer ist als n/10 NaOH, von derselben keinerlei Einflufl auf die
Fluorescenz der Gewebe ausgeiibt wurde. Es war keine Fluorescenz-
verminderung nachzuweisen, auch am Rande der Schnitte nicht. Der
negative Ausfall dieser Versuche mit Tyrodelésung macht es sehr un-
wahrscheinlich, daB3 das Aufhéren der Fluorescenz der alten Infarkte
durch die alkalische Reaktion bedingt wird. Es multe also noch nach
anderen Griinden gesucht werden. Mir kam noch der Gedanke, ob dies
nicht vielleicht am héheren Eisengehalt der alten Infarkte liegen kGnnte.
Beim Studium der Literatur ergab sich, dal} verschiedene Untersucher
(vor allem Marchand) in Infarkten eine nicht unerhebliche Zunahme des
Eisengehaltes fanden. Nun ist ebenfalls bekannt, dafl Eisengehalt die
Fluorescenz von Geweben hemmt bzw. ganz aufhebt. Auf diese Tatsache
haben verschiedene Forscher hingewiesen (Haitinger, Hamperlu. a.). Man
nimmt z. B. an, dafl Erythrocyten und Himosiderinpigment wegen ihres
hohen Eisengehaltes nicht fluorescieren, andererseits ist es moglich, durch
Abspalten des Eisens Hamosiderinpigment zum Leuchten zu bringen
(Hamperl). Ich kochte Himoglobinpulver der Firma Merck mit N/HCI
und stellte fest, dafl durch diese MaBnahme das an sich nicht fluores-
cierende Hamoglobinpulver eine weifiliche Fluorescenz annahm. Alle
diese Tatsachen sprachen dafiir, daB vielleicht die'Zunahme des Kisen-
gehaltes fir das Authdren der Fluorescenz der alten Infarkte verant-
wortlich zu machen sei. Ich versuchte nun, experimentell nachzuweisen,
daB vorher einwandfrei fluorescierendes Gewebe durch Erh6hung seines
Eisengehaltes tatsichlich weniger oder gar nicht mehr fluoresciere. Als
erstes priifte ich, ob dieser Zweck schon durch Einbringen von Gewebs-
schnitten in Eisensulfatlosungen (Ferri- oder Ferrosulfat) erreicht werden
kénnte. Ich brachte Schnitte, welche von gekochten Leber- und Nieren-
stiickchen stammten und einwandfrei fluorescierten, in diese Ldsungen
und belie sie bis 48 Stunden in denselben. Bei der fluorescenzmikro-
skopischen Untersuchung fand sich jedoch, da8 die Fluorescenz nicht ab-,
sondern sogar eher zugenommen hatte. Eine mit Ferri-Ferro-Cyankalium
vorgenommene Eisenfirbung der Schnitte zeigte deutlichen Eisengehalt.
Es mubBte bei diesem Ausfall der Versuche daran gedacht werden, daf
vielleicht nur eine Durchtrdnkung der Schnitte mit Eisensulfatlosung
stattgefunden hatte, ohne dafl das Eisen eine Verbindung mit den Gewehs-
zellen eingegangen war, und dafl dadurch der negative Ausfall der Ver-
suche bedingt sei. Mit Hilfe der Eisenfirbung war nicht ohne weiteres
feststellbar, ob das Eisensulfat nur einfach in das Gewebe hineindiffun-
diert, oder ob es mit den Zellen irgendwelche Bindungen eingegangen war.
Da ich es sus diesem Grunde nach wie vor fiir wahrscheinlich hielt, daf
die Anwesenheit von Eisen fiir das Aufhéren der Fluorescenz verantwort-
lich sei, habe ich noch auf andere Weise versucht, nimlich mit Hilfe des
elektrischen Stromes, das Eisen in das Gewebe hineinzubringen.
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Meine Versuchsanordnung war dabei folgende: Das gekochte Nieren- oder
Lebergewebe, das vorher auf seine Fluorescenz gepriift war, wurde mit dem (zefrier-
mikrotom geschnitten und die Schnitte in Wasser aunfgefangen. Nnun wurden die
Schnitte auf ein Stiickchen Platinblech aufgezogen und angetrocknet. Da zu be-
furchten war, daB durch die unvermeidliche Bildung von Gasblasen wihrend des
Stromdurchganges auch unter dem Schnitt derselbe abschwimmen wirde, habe
ich ihn noch zusitzlich durch Bestreichen seiner Rander mit geschmolzenem Paraffin
an dem Platinblech befestigt. Als Elektrolyt wurde Ferri- und auch Ferrosulfat
(chemisch rein Merck), in destilliertem Wasser geldst, verwendet. Als Kathode
wurde pulverisiertes chemisch reines Eisen benutzt, welches in einem Dialysier-
filter in die Losung eingebracht war. Gearbeitet wurde mit einer Netzspannung
von 110 Volt Gleichstrom und ein Widerstand von 900 Ohm vorgeschaltet. Der
Abstand der Elektroden im Elektrolyten betrug 6 em. Der Strom blieb immer
1 Stunde eingeschaltet.

Es zeigte sich, daB die Schnitte nach dieser Behandlung keinerlei
Fluorescenz mehr aufwiesen und vollstindig dunkel im Fluorescenz-
mikroskop erschienen. Die Eisenfarbung war positiv. Man mulite nun
natiirlich daran denken, dal wvielleicht nicht das Eisen, sondern der
Stromdurchgang durch das Gewebe die Fluorescenz ausgeldscht haben
konnte. Umn diesem Einwand zu begegnen, habe ich den gleichen Ver-
such unter etwas verinderten Bedingungen angestellt. Der Schnitt
wurde wie erwidhnt auf das Platinblech aufgeklebt, nur wurde jetzt als
Elektrolyt destilliertes Wasser mit geringem Kochsalzzusatz, um e
leitend zu machen, verwendet. Als Kathode wurde nicht Eisen, sondern
ein zweites Platinblech in die Losung eingetaucht. Bei dicser Versuchs-
anordnung wurde die Fluorescenz nicht nur nicht ausgeldscht, sondern
sie nahm sehr stark zu. Nach diesem Kontrollversuch ist man nach
meiner Uberzeugung berechtigt, anzunehmen, da8 das Eisen fir das
Aufhoren der Fluorescenz bei der ersten Versuchsanordnung verantwort-
lich zu machen ist. Ich glaube, daB man das Versuchsergebnis mit Vor-
behalten auf dic Infarkte tibertragen darf. Es wird zwar niemals méglich
~ein, so grofle Eisenmengen, wie ich sie mit Hilfe des elcktrischen Stromes
in das Gewebe brachte, in den Infarkten nachzuweisen, aber ich glaube
bestimmt, daB auch wesentlich geringere Eisenmengen schon ein Aus-
loschen der Fluorescenz bewirken werden. Jedenfalls ist z. B. der Eisen-
gehalt der Erythrocyten vollig ausreichend, um ihnen jegliche Fluorescens.
zu nehmen. Durch die verschiedenen Versuche scheint es mir als sehr
wahrscheinlich gemacht, dafl die Zunahme des Eisengehaltes bei den In-
farkten nach einer gewissen Zeit das Aufhéren ihrer Fluorescenz bewirkt.

Nun blieb noch die Frage zu prifen, nach welcher Zeit etwa ein
Infarkt seine helle Fluorescenz einbiift. Diese Frage ist nur mi¢ Hilfe
von Tierversuchen zu kliren. Hierzu wurden Kaninchen verwandt. Den
Tieren wurden durch Unterbindung eines Astes der Arvteria renalis kiinst-
lich Niereninfarkte gesetzt (Abb. 1).

Die Operationstechnik war folgende: Die Tiere wurden mit Pernocton narko-
tisiert, dann erfolgte retroperitoneale Freilegung einer Niere, die dann nach Kapsel-

Virchows Archiv., Bd. 310, 9a
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spaltung dekapsuliert wurde. Dann wurde ein Ast der Nierenarterie anfzufinden
versucht, um ihn zu unterbinden. Dies gelang mehr oder weniger leicht, da die
Teilungsstelle der Nierenarterien manchmal fast am Nierenhilus zu finden ist,
manchmal aber auch schon 1 em unterhalb von ihm. XNach Unterbindung
wurde dic Niere in ibr Lager zuriickgeschoben und die Operationswunde durch
Naht und Klammern verschlossen. Die Tétung einiger Tiere erfolgte 3 Tage nach
der Operation. Es fanden sich bei einem gegliickten Teil von diesen schine, scharf
gegen die Umgebung abgesetzte weile Infarkte. Bei der fluorescenzmikroskopischen
Untersuchung fand sich eine helle weiBliche Fluorescenz, die ganz hesonders

Abb. 1. Frischer, andmischer Niereninforkt. o Gesuundes, nicht fluorescierendes Giewebe
mit leuchtenden Lipoideinlagerungen. b Grenze des Infarktes gegen das gesunde Qewehe
mit schwach leuchtenden Tubuli. ¢ Hell Jeuchtende, vollig nekrotische Tubuli.

imponierend bei einigen Tubulis der Rindenrandpartien zu sehen war. Die Unter-
suchungen der Himatoxilin-Eosinpraparate ergab, daf3 diese helle Fluorescenz
einiger Tubuli auf Kalkeinlagerungen zuriickzufithren war. Bei den Glomerulis
fiel aut, dafl nur die Bowmansche Kapsel schwarzbliulich leuchtete (ein Befund,
der auch bei normalen Nieren erhoben werden kann), wihrend die GefiBschlingen
volistandig dunkel waren. Ibenso konnten solche Fluorescenzschwankungen auch
an den nicht verkalkten Tubulis erhoben werden, welche namlich an manchen
Stellen hell fluorescierten, an anderen wieder vollstindig dunkel waren. Diese
Befunde kann ich nicht mit Sicherheit deuten. Es bestehen zwei Erklarungs-
méglichkeiten. Einmal ist vorstellbar, dal die Gerinnung nicht schlagartig an allen
Stellen des Nephrons gleichzeitig einsetzt, so dafl die ja durch die Gerinnung be-
dingten Fluorescenzerscheinungen ebenfalls verschieden stark ausfallen miissen.
Die zweite Deutung wire die, dafl vielleicht schon an einzelnen Stellen dic oben
heschriebeéne Ausléschung der Fluorescenz durch FEisenablagerung einsetzt. Fir
die Richtigkeit der ersten Deutung wiirde sprechen, dafl gerade die Glomeruli
nicht leuchteten. 128 zeigte sich ndmlich im Hamatoxilin-Eosinpriparat, daB die
Glomeruli im Gegensatz zu den Tubulis noch eine verhaltnismaBig gute Kern-
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firbung aufwiesen, also noch nicht véllig zugrunde gegangen waren. An den Tubulis
war ebenfalls die Kernfirbung verschieden stark ausgeprigt. Um diese Frage aber
endgiiltig zu kliren, wire es nitig, eine wesentlich griofere Versuchsreihe anzu-
setzen, es ist mir aber unter den augenblicklichen TUmstinden nicht gelungen, die
hierfitr erforderlichen Tiermengen zu erhalten.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Tiere erst nach 13 bis
28 Tagen getdtet. Bei dieser waren die Ergebnisse unecinheitlich. Zum
Teil war im Infarktgebiet die Fluorescenz so gut wie ausgeléscht, zum
Teil lieB sich aber auch noch eine helle Fluorescenz nachweisen. Bei
vorsichtiger Deutung meiner Befunde glaube ich, soviel sagen zu kénnen,
daf} frische bis 10 Tage alte Niereninfarkte auf alle Falle hell fluorescieren,
withrend bei einem Alter der Infarkte von 10-—28 Tagen die Fluorescenz
unter Umstinden schon nachzulassen beginnt.

Zum Schlufl muB ich noch auf einen Punkt zu sprechen kommen.
BEs ist auffallend, daB die Niereninfarkte offensichtlich schr viel linger
brauchen, um ihre Fluorescenz einzubiiflen, als die Milzinfarkte. Es ist
iiberbaupt fraglich, ob man hiufiger wirklich hell leuchtende Milziufarkte
finden wird. Mir ist es bisher nur einmal gelungen. Ich habe mich nun
gefragt, ob zwischen den beiden Organen nicht vielleicht ein prinzipieller
und nicht nur ein gradueller Unterschied beziiglich der ¥luorcscenz ihrer
Infarkte besteht. Die Niere ist groflenteils aus Epithelien aufgebaut, die
Milz aus mesenchymalem Gewebe. Es wire ja nun gut denkbar, daB sich
die Epithelien grundlegend anders verhalten wie das mesenchymale Ge-
webe. Gegen diese Annahme spricht aber Verschiedenes. Einmal ist es mir
gelungen, sowohl einen Niereninfarkt zu finden, welcher vollstindig dunkel
war, als auch einen hellfluorescierenden Milzinfarkt (Abb. 2 und 3).
Weiterhin stellte ich folgenden Versuch an: Ich habe vollstindig fluoves-
cenzfreies Milzinfarktgewebe in Normalsalzsiure gekocht. Bei der hierauf
folgenden fluorescenzmikroskopischen Untersuchung zeigte das vor der
Saurebehandlung vollstandig dunkel gewesene Gewebe eine helle bliu-
liche Fluorescenz. Das benachbarte intakte Milzgewebe hatte seinc
Fluorescenz lange nicht in dem Mafle verindert wic das Infarktgewebe.
Dieser Versuch spricht doch auch sehr dafir, dafl durch die Salzsiurve
Eisen, welches etwa in dem Infarkigewebe vorhanden gewesen war,
herausgelost wurde. Der nunmehr eisenfreie Infarkt leuchtete in cinem
hellen bliulichen Fluorescenzfarbton. Weiterhin ist zu bedenken, daf}
sich Milzinfarktgewebe sehr viel leichter mit Eisen imprignicren kann als
das Epithelgewebe der Niere. In der Milz kommt erstens sehr viel haufiger
Eisen vor, zweitens ist sie viel blutreicher, es kann also aus den im Infarkt
zugrunde gehenden roten Blutkérperchen sehr viel mehr freiwerdendes
Eisen in das Gewebe tbergehen. SchlieBlich konnte ich ja auch fest-
stellen, dafl das interstitielle Nicrengewebe und die Glomeruli, also
gerade das gefiBfithrende Gewebe, bei den ilteren Niereninfarkten
vollstindig dunkel war. SchlieBlich konnte ich noch beobachten, daf
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dic Miniaturinfarkte der Glomeruli bei einer embolischen nichteitrigen
Herdnephritis hell leuchteten, also ein weiterer Beweis dafir, daf
auch mesenchymales Gewebe bei der Infarzierung hell fluorescieren
kann. Um aber ganz sicher zu gehen, habe ich vor, in einer spiteren
Arbeit durch reichliche parenterale Eisenzufuhr die Nieren mit Eisen
anzureichern und zu versuchen, ob bei solchen Tieren nach Unterbindung
der Nierenarterie dic Infarkte schon nach kiirzerer Zeit fluorescenzfrei
scin werden. Ich glaube aber, auch ohne diesen Versuch wahrscheinlich

Abb. 2. Alterer, nicht mehr fluorescicrender Milzinfarkt. « Infarktgewebe mit Abniitzungs.
pigmenteinlagerangen. & GefiilBe mit blauweiBlicher fluorcscierender Elastica.

gemacht zu haben, daB die Fluorescenz der Infarkte von ihrem Eisen-
gehalt abhingig ist.

Am Schlusse des ersten Abschnittes meiner Arbeit will ich noch die
Frage priifen, ob vom Rande der Infarkte her noch nachweisbare Dif-
tusionsstrome oder capillire GefiBversorgungen nachweisbar sind. Um
dies nachzupriifen, spritzte ich einigen Kaninchen mit Infarkten 15 Min.
vor ihrer Tétung 1 cem einer Y/, %igen Trypatlavinlésung ein. Das Trypa-
flavin ist ein ausgezeichnetes Mittel, um die Zellkerne zur Darstellung
zu bringen (Hirt). Vor allen Dingen hat es den groflen Vorteil, noch in
aullerordentlich starken Verdiinnungen Kerne anzufirben. Auch das
Protoplasma wird vom Trypaflavin blaBgriinlich angefirbt. Da das
Trypaflavin in so auBerordentlich starken Verdiinnungen noch wirkt,
kann man bei Aushleiben der Farbung mit ziemlicher Sicherheit darauf
schlieen, dal an dic betreffenden ungefdrbten Stellen auch kein
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Trypaflavin hingekommen ist. Bei der fluorescenzmikroskopischen Unter-
suchung der mit Trypaflavin vorbehandelten Infarkte zeigte sich, dafl
sie nicht angefdrbt warven, wihrend das angrenzende gesunde Gewebe
gute Kern- und Protoplasmaférbung aufwies. Man kdénnte nun den
Einwand erbeben, daf das geronnene Gewebe gar keine Farbung mit
Trypaflavin mehr zulieB. Um diesem Einwand zu begegnen, habe ich
geronnenes Gewebe mit Trypaflavin in einer Verdiinnung von 1 : 50000
angefarbt. Das Gewebe zeigte cine deutlich erkennbare Griinfluorescenz.

ALb. 3. Der gleiche Infarkt wie in Abb. 2 nach kurzem Koclhien in N IHCL o« Infarktgewehe.
b GefiAR init blauweiBlich fluorescierender Flastica.

Man darf also annchmen, dafl das Trypaflavin sicher nicht in das Infarkt-
gewebe eingedrungen ist, da es sonst nach dem Ausfall dieser Versuehe
zu einer Anfirbung hitte kommen miissen. Es wird also in kurzer Zeit
sicher kein nennenswerter Flissigkeitsaustausch zwischen gesunden und
Infarktgewebe stattfinden. Es kann natirlich nicht in Abrede gestellt
werden, daB bei langerer Versuchsdauer doch eine Anfarbuny des Infarkt-
gebietes zustande gekommen wire.

Ich mochte nun einen kurzen Uberblick iiber die bisher gewonnenen
Ergebnisse anschlieflen:

1. Es konnte gezeigt werden, dufl geronnenc EKiweiBimassen fluores-
cleren.

2. Weiterhin wurde die Rolle des Calciums bei diesen Fluorescenz.-
erscheinungen untersucht.

3. An von Leichenmaterial stammenden Milz- und Niereninfarkten
konnte die eigenartige Tatsache festgestellt werden, dafl Milzinfarkte
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ihre Fluorescenz in den meisten Fallen ganz eingebiiit hatten, wihrend
die Niereninfarkte noch nach lingerer Zeit hell fluorescierten.

4. Fiir die schwindende Fluorescenz der Milzinfarkte wurde ein er-
hohter Eisengehalt verantwortlich gemacht und diese Behauptung durch
verschiedene Versuche gestiitzs.

5. Es war nicht méglich, durch Tierversuche den Zeitraum zu be-
stimmen, in welchem die Fluorescenz etwa zum Verschwinden kommt.

6. Wurde noch untersucht, ob zwischen Infarkt und Umgebung
nennenswerte Diffusionsstréme vorhanden seien. Der Ausfall der Ver-
snche machte dies nicht wahrscheinlich.

2. Fluoreseenzmikroskopische Untersuehungen
kaliumehromatvergifteter Nieren von Hunden.

Die im ersten Kapitel meiner Arbeit beschriebenen, bei der Eiweill-
gerinnuny auftretenden Fluorescenzerscheinungen machten es sehr wahr-
scheinlich, daB auch pathologische Prozesse an den Nieren Fluorescenzen
bedingen witrden. Am geeignetsten fiir solche Untersuchungen erschienen
mir die sogenannten nekrotisierenden Nephrosen, die ja durch Schwer-
metallsalze, wie Kaliumchromat oder Sublimat, leicht experimentell her-
vorzurufen sind. Bei diesen nekrotisierenden Nephrosen treten bekannt-
lich am tubuldren Apparat des Nephrons schwerste degenerative Prozesse,
Verquellungen, Nekrosen und Gerinnungen auf, von denen ganz sicher
Fluorescenzerscheinungen zu erwarten warcn. Weiterhin interessierte
es mich, festzustellen, ob etwa auftretende Fluorescenzen mit am Hama-
toxilin-Eosinpriparat studierten Verinderungen in Einklang zu bringen
selen. Zu den Versuchen wurden Hunde verwandt, da sie sehr empfind-
liche Nieren haben und sich bei ihnen die ausgeprigtesten Veranderungen
erwarten lieBen. Als Gift beniitzte ich Kaliumchromat, das schr schnell
und sicher eine schwere nekrotisierende Nephrose hervorrief. Pro Kilo-
grammm Korpergewicht wurden den Tieren etwa 7 mg Kaliumchromat,
in physiologischer Kochsalzlésung aufgelist, subcutan injiziert. Nach
etwa § Tagen erfolgte nochmals die gleiche Gabe. Nach 14 Tagen wurden
die Tiere getdtet, cinige waren auch vorher schon spontan gestorben.
Der Urin wurde laufend auf Eiweil untersucht und ergab meist schon
nach wenigen Tagen eine stark positive Sulfosalicylsiureprobe. Ins-
gesamt nahm ich 5 Hunde in Versuch und untersuchte ihre Nieren
fluorescenzmikrosgkopisch. Da die Ergebnisse weitgehend iibercin-
stimmten, werde ich nur einen Versuch genau schildern und auch nur das
eine Protokoll genau mitteilen.

Einer Bulldogge injizierte ich in Abstinden von 8§ Tagen je 150 mg Kalium-
chromat, in je 3 cem physiologiseher ochsalzlosung gelést, subcutan (die Bull-
dogge war 20 kg schwer), vom 3. Tage ab war die Sulfosalicylsiureprobe auf Eiweil3
stark positiv. Das Allgemeinbefinden des Handes schien schlecht, seine Frefilust
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war schr gering. 14 Tage nach der ersten Injektion totete ich den Hund durch
intbluten in Athernarkose und nahm die Nieren sofort heraus. Makroskopisch
erschienen die Nieren etwas vergroflert, die Kapseln waren schwer abzich-
bar. Die Farbe der Oberfliche war bla8braunrétlich, die Konsistenz teigig. Auf
den Schnittflichen sah man eine verwaschene Markrindenzeichnung, die Rinde war
verhiltnismiBig schmal. In der Rinde fanden sich weiBliche, etwa 1/, mm breite
Streifen von ungleicher Linge, welche die Nierenoberflache nicht ganz erreichten.
Stellenweise gingen diese Streifen auch in die Marksubstanz iber. Im iibrigen war
die Marksubstanz ohne besondere pathologische Befunde. Die Nierenhecken zeigten
eine zarte, blasse, glatte Schleimbhaut und waren nicht erweitert. Die Ureteren
und Beckenorgane waren chne Besonderheiten.

Mikroskopische Untersuchung bei Tageslicht im Hamatoxilin-Eosinpriparat:
Oblgeich die histologischen Veranderungen nach Kaliumchromatvergiftungen bei
Hunden genau bekannt und beschrieben sind, will ich doch den bei Tageslicht
erhobenen Untersuchungshefund mitteilen, da ich mich bei Schilderung der fluores-
cenzmikroskopischen Untersuchungen haufig auf denselben beziehen mufl. Die
Glomeruli zeigten keine besonders schweren Veriinderungen. Stellenweise er-
schienen sie etwas zellreich. Die meisten zeigten eine starke Hyperamie, in cinigen
sah man regelrechte Stasen. Viele wiesen leichte Verquellungen der GefiBBschlingen
auf. Im groBen und ganzen fillten daher die Glomeruluscapillaren den Glomerulus
prall aus, so daB die Bowmanschen Ranme nur als ein schmaler Spalt zu schen
waren. Soweit dieser sichtbar war, zeigte er sich mit geronnenen, wahrscheinlich
Fiweiflmassen angefiillt. Ganz aullerordentlich schwere Verinderungen zeigte der
tubulire Apparat. Namentlich die in der Umgebung der Glomeruli gelegenen
Hauptstiicke hatten besonders schwer gelitten. Zum Teil waren sie vollstaindig
verquollen und nekrotisch, ein Lumen war bei verschiedenen Hauptstiicken nicht
mehr nachzuweisen. Aber nicht nur die Hauptstiicke zeigten dicse Veranderungen,
auch die iibrigen Tubulusabschnitte, namentlich die Henleschen Schleifen, waren
schwer verandert, die Schwere ihrer Schadigung unterschied sich oft in nichts von
der der Hauptstiicke. Die initialen Sammelrohren zeigten schlieBlich noch ver-
cinzelte Verinderungen, die Sammelrohren selbst wiesen keine Verinderungen im
Siune einer Nekrose mehr auf. Es fanden sich nun alle Ubergiinge zwischen diesen
geschilderten sehwersten Verianderungen und noch einigermafien intakten Tubulis.
Am wenigsten intakte Tubuli waren im Bereich der Hauptstiicke vorhanden,
wiithrend wiederum die diinnen Abschnitte der Henleschen Schleifen verhaltnismilig
wenig gelitten hatten. Manche Abschnitte, namentlich wieder im Bereich der Haupt-
stiicke, zeigten einen dunkelbliulichen Farbton, man konnte an diesen Stellen
schon von einer beginnenden Verkalkung sprechen. An manchen Stellen sah man
auch Andeutungen von Regencrationsversuchen, aber nicht so gut und ausgeprigt,
wie man diesen Befund manchmal an mit Sublimat vergifteten menschlichen Nieren
erheben kann. Im Lumen vereinzelter Tubuli und vor allem in den Sammelréhren
fanden sich reichlich Eiweifizylinder.

Fluorescenzmikroskopische Untersuchung: Wihrend die eben be-
schricbenen Priparate wie gewdhnlich nach Formolfixierung gewonnen
waren, wurden die zur fluorescenzmikroskopischen Untersuchung be-
stimmten aus in dem ersten Kapitel ausfiihrlich besprochenen Grimden
frisch mit dem unterkiihlten Messer geschnitten und in physiologischer
Kochsalzlésung eingedeckt. Die Glomeruli erschienen vollstandig dunkel,
lediglich die Bowmansche Kapsel leuchtete in einem sehwachen blaulichen
Farbton. Die Tubuli zeigten sehr auffallende Fluorescenzerscheinungen.
Namentlich im Bereich der Hauptstiicke fand sich an vielen Tnbulis eine
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deutliche grauweiBliche, manchmal auch mehr grangelbliche Fluorescenz.
Manche Tubuli zeigten einen fast weiBen Farbton. Je stirker das Fluores-
cenzlicht war, um so groBer waren auch die morphologischen Verdnde-
rungen. Die hell fluorescierenden Stellen des Tubulusapparates lieBen
keine Zellstrukturen mebr erkennen, sondern entsprachen den bei der
Hamatoxilinfirbung beschriebenen vollstindig nekrotischen Partien. In

Abb, L. ]Cn_lium<~hmmntvcrgiftcte Nicre. a Villig nekrotische, wei fluorescierende Tubuli.

i Weniger stark geschiadigte, dunkler crscheinende Tubuli. ¢ ‘Pubudi, welche zum Teil

vitllie nekrotiselr sind, aber in noch besser erhaltene Partien ilbergchen, die auch noch
cin Lumen erkenncun lassen. ¢ Schwach fluorescierende Glomeruli.

den Gebieten mit besser erhaltenen Strukturen lieB die Intensitit des
Fluorescenzlichtes sofort nach.

Farbung mit Trypaflavin: Da in den hellweill fluorescierenden Partien
keinerlei Zellstrukturen mehr erkennbar waren, habe ich versucht, durch
Anfirben der Préparate mit Fluorochromen kontrastreichere Bilder zu
crzielen. Zur nachtraglichen Anfarbung benutzte ich Trypaflavin in
ciner Verdimnung von 1 :5000. Bei der fluorescenzmikroskopischen
Untersuchung der mit Trypaflavin gefarbten Priparate sah man, dal}
die bei den ungefirbten Priparaten dunkel erschienenen Partien (also
die intakteren) eine sehr gute Kernfirbung zeigten. Die Kerne fluores-
cierten in gewohnter Weise in einem leuchtend griinlichen Farbton. Des-
gleichen waren die Glomerulus- und Sammelréhrenkerne gut angefirbt.
Die nekrotischen Partien, welche im ungefarbten Praparat weil fluores-
ciert hatten, zeigten keine Spur einer Kernfairbung mehr, sondern fluores-
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cierten in einem gleichmaBigen, grinlichen, iber den ganzen Tubulus-
abschnitt verteilten Farbton. Wahrscheinlich waren die Kernsubstanzen,
welche sich elektiv mit Trypaflavin anfirben, in Lésung gegangen und
hatten dadurch die diffuse Farbung der nekrotischen Partien mit Trypa-
flavin bewirkt. In einer Beziehung scheint mir aber der Ausfall der
Trypaflavinfirbung von Wichtigkeit. Es war zwar schon bei der Unter-
suchung ungefirbter Praparate sehr wahrscheinlich geworden, daBl die
Stellen hellster Fluorescenz auch tatsichlich den Stellen stirkster Schidi-
gung entsprachen. Wihrend es aber bei den ungefirbten Priparaten
bei der Wahrscheinlichkeit bleiben mufite, waren die Trypaflavinpriparate
abgolut beweisend ; denn die Stellen, welche keine Kernfarbung mehr auf-
wiesen, waren auch die Partien hellster Fluoorescenz. Man war namlich
trotz der Griinfluorescenz noch gut in der Lage, die helle weillliche
Fluorescenz des Protoplasmas zu erkennen, welche durch die griinliche
Trypaflavinfirbung nicht vollig itberdeckt wurde. Weiterhin habe ich
noch versucht, die bei den nekrotisierenden Nephrosen auftretenden
degenerativen Verfettungen fluorescenzmikroskopisch zu untersuchen.
Bei der Betrachtung der ungefirbten Priparate waren ndmlich in einigen
sonst ganz besonders hell fluorescierenden Tubulis weiligelblich fluores-
cierende Piinktchen aufgefallen, welche ich gleich als Fett- oder wenig-
stens Lipoidsubstanzen deutete, ohne aber einen sicheren Beweis fiir
diese Annahme zu haben. Auch Hamperl berichtete schon, daB er in
den Nieren blafigelblich oder weillich bzw. blaugriin aufleuchtende Fett-
troptchen gesehen habe. Weiterhin beobachtete er, dafl die bei der Ver-
fettung der Tubulusepithelien eingelagerten Neutralfetttropfen nicht
immer fluorescierten, ohne dafl andere histologische Methoden im-
stande gewesen wiren, einen Unterschied zwischen fluorescierendem
und nichtfluorescierendem Fett aufzudecken. Ausgezeichnet zur fluo-
rescenzmikroskopivchen Fettdarstellung ist das Chlorophyll geeignet
(Haitinger). _

Haitinger empfiehlt die Herstellung dieses Fluorochroms aus den Wurzeln von
Chelidonium majus in Alkohol und Essigsiureextrakt. Da diese Wurzeln nicht so
ohne weiteres greifbar sind, versuchte ich, das Chlorophyll aus Kastanienblittern
zu gewinnen. Die Blatter wurden entrippt, in einem Mérser zerrieben und mit
70%igem Alkohol extrahiert und dann filtriert.

Die Versuchsergebnisse mit diesem so gewonnenen Chlorophyll waren
absolut befriedigend. Die fluorescenzmikroskopische Untersuchung der
I Min. mit Chlorophyll angefirbten Priparate ergab folgendes Bild:
Simtliche Glomeruli zeigten eine ausgesprochene Rotfirbung, und zwar
ganz diffus (Chlorophyll leuchtet im ultravioletten Licht rot). Ein sehr
interessanter Befund, der weiter die Hamperlsche Ansicht bestatigt, daf3
Neutralfette oder auch andere Fettstoffe nicht primar zu fluorescieren
branchen. Im ungefirbten Praparat hatten die Glomeruli keine Spur
einer Fluorescenz gezeigt. Auch die nichtnekrotischen Tubuli, welche
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eine deutliche Kernfarbung mit Trypaflavin aufwiesen (um die Bilder
kontrastreicher zu machen, habe ich in einigen Fiéllen die Chlorophyll-
farbung mit Trypaflavin kombiniert), waren schwach rétlich gefiarbt. So-
gar die Epithelien der Sammelrshren, welche ja ebenfalls im ungefirbten
Priparat dunkel erschienen waren, zeigten vereinzelte Rotfirbung. Sehr
deutlich war die Verfettung der schwerer geschadigten Tubulusabschnitte
zu erkennen, welche keine Kernfirbung mit Trypaflavin mehr aufwiesen.
Im groflen und ganzen waren die betreffenden nekrotischen Tubuli diffus
leuchtend rot gefarbt, andere wieder hatten aber nur einen schmalen
um so intensiver rot gefirbten Randsaum. Die Kontrollpriparate mit
Scharlachrotfarbung ergaben einen &hnlichen Befund, es zeigte sich aber,
daf3 die Chlorophyllfirbung der mit Scharlachrot offenbar iberlegen ist.
Denn einmal waren die bei der Chlorophyllfairbung deutlich rot ge-
farbten Glomeruli bei der Scharlachrotfirbung kaum oder gar nicht dar-
gestellt, und zum anderen waren die Farben nicht so leuchtend wie bei
der Chlorophyllfarbung.

SchluBfolgerungen aus den Befunden: Die beschriebenen Versuche
verfolgten das Ziel, festzustellen, ob nephrotische Verdnderungen fluores-
cenzmikroskopisch erfaBbar sind und ob womdglich neue Erkenntnisse
gewonnen werden konnten. Aus meinen Versuchen diirften folgende
Schliisse zu ziehen sein: EinigermaBen schwere nephrotische Verdnde-
rungen im Sinne einer nekrotisierenden Nephrose (durch Schwermetall-
vergiftung hervorgerufen) sind ohne weiteres erkennbar. Am schwersten
verandert erscheinen die Tubuli contorti erster Ordnung, aber auch der
iibrige Tubulusapparat zeigt mehr oder weniger ausgeprigte Verdnde-
rungen im Fluorescenzmikroskop. Vollstindig frei von Verianderungen
wurden im ungefirbten Priparat die Sammelrohren und die Glomeruli
gefunden. Kontrastreiche Bilder erhdlt man bei der Anfirbung der
Priaparate mit Trypaflavin. Man ist ohne weiteres in der Lage, die
Diagnose nekrotisierende Nephrose mit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie
zu stellen. Ich habe niemals, weder am menschlichen noch am tierischen
gesunden Material, Bilder erhalten, welche zu Verwechslungen mit meinen
beschriebenen Befunden Anlafl geben kénnten. Sehr bewihrt hat sich
auch zur Darstellung der degenerativen Verfettung bei den nekroti-
sierenden Nephrosen das Chlorophyll. Es gibt kontrastreichere Bilder
als die zur Kontrolle angewandte Scharlachrotfarbung. AuBerdem konnten
mit Hilfe des Chlorophylls verfettete Partien nachgewiesen werden, die
sich mit der Scharlachrotfirbung gar nicht angefarbt hatten. Wenn
man bedenkt, dafl die Chlorophyllfirbung in- 1 Min. hergestellt werden
kann, muB man die Uberlegenheit des fluorescenzmikroskopischen Fett-
nachweises zugeben, die namentlich bei gréBeren Reihenuntersuchungen
sehr ins Gewicht fallen wird.

AbschlieBend habe ich noch festzustellen versucht, ob es moglich ist,
mit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie die echten nephrotischen Ver-
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iinderungen von kadaverdsen abzugrenzen. Es ist ja bekanntlich oft ganz
auBerordentlich schwer, mit den gew6hnlichen histologischen Methoden
beginnende Fiulnis von echter triitber Schwellung zu unterscheiden.
Manchmal ist man bei etwas stirker kadaveros verinderten Nieren nicht
in der Lage, zu einer endgiiltizen Diagnose zu kommen. TUm hieriiber
Klarheit zu erlangen, habe ich gesunde, von Leichenmaterial stam-
mende Nieren, die keine Fluorescenz zeigten, bei Zimmertemperatur
liegen lassen und 3 Tage lang alle 24 Stunden mit dem Gefriermikrotom
Schnitte angefertigt. Die fluorescenzmikroskopische Untersuchung ergab,
daB wihrend dieser Zeit keine neuen, vorher nicht vorhanden gewesene
Fluorescenzen auftraten. Man kann also in Zweifelsfillen die betreffen-
den Priiparate fluorescenzmikroskopisch untersuchen und bei deutlicher
Fluorescenz der Tubuli sich fiir nephrotische und gegen kadaverdse
Verinderungen aussprechen. Ich habe vor, auch dieser Frage spiter
noch weiter nachzugehen.

3. Ausscheidung von fluorescierenden Stoffen
durch die kaliwmehromatvergiftete Niere.

Ellinger und Hirt haben in zahlreichen sehr aufschlufireichen Arbeiten,
welche ich in der Literaturiibersicht erwadhnte, die Ausscheidung von
fluorescierenden Stoffen durch die Niere am lebenden Tier untersucht.
Im Rahmen dieses Abschnittes meiner Arbeit interessiert am meisten,
an welchen Stellen des Nephrons sie die Farbstoffausscheidung beob-
achteten. Im allgemeinen nahmen sie an, dafl die Farbstoffe durch die
Glomeruli ausgeschieden wurden und fiihren die Anfirbung der Tubulus-
epithelien auf die Riickresorption von Farbstoff zuriick. Interessanter-
weise konnten beide Forscher jedoch beobachten, dafl unter besonderen
Bedingungen, namentlich bei verschlechtertem Kreislauf, auch von den
Epithelien der 2. Abschnitte der Tubuli der Farbstoff aktiv sezerniert
wurde. Beim Studium der Arbeiten von Ellinger und Hirt gelangt man
zu der Anschauung, daBl die Beobachtung mit Hilfe des Intravital-
mikroskops die Methode der Wahl ist. Bei keinem anderen Verfahren
ist man mit der gleichen Uberzeugungskraft in der Lage, Zweifeln an
der Richtigkeit der Bestimmung des Ausscheidungsortes, welcher beob-
achtet wurde, zu begegnen. Wihrend man beim Schnittpriparat immer
gezwungen ist, von einem Zustand auf einen Vorgang zu schlieflen, rollt
bei der Lebendbeobachtung das Geschehen vor unseren Augen ab. Leider
ist diese Arbeitsmethode bei menschlichem Untersuchungsmaterial gar
nicht und bei groBlen Versuchstieren, wie z. B. Hunden, nur beschriankt
anwendbar. Soweit ich die Literatur iibersehe, ist mit Hilfe der Intra-
vitalmikroskopie am genauesten die Funktion der Froschniere erforscht.
Es erscheint aber zum mindesten fraglich, ob man die Ergebnisse dieser
Untersuchungen auf die groBen Siuger und den Menschen iibertragen
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darf, da die Froschniere, namentlich in ihrer Gefafiversorgung, einen nicht
unerheblich abweichenden Ban aufweist. Aber auch wenn man auf die
Lebendbeobachtung verzichten muB, leistet die Fluorescenzmikroskopie
bei der Krforschung der Funktion pathologisch verinderter Nieren Vor-
ziigliches. Der grofle Vorteil dieser Methode liegt darin, dal man erstens
in der Lage ist, ohne besondere vorherige Anfirbung der Priaparate
geschidigte von ungeschidigten Nierenabschnitten zu unterscheiden
{s.auch voriges Kapitel), und zweitens die von der Niere auszuscheidenden
Stoffe (Fluorochrome) schon in aullerordentlich groflen Verdiinnungen
fluorescenzmikroskopisch nachweisbar sind. Sehr wichtig ist es natiir-
lich, mit Sicherheit zu sagen, an welcher Stelle des Nephrons der be-
treffende Stoff, Fluorescein oder andere, ausgeschieden wurde. Aber
im Laufe meiner Versuche haben sich doch verschiedene Anhaltspunkte
ergeben, die es gestatten, wenn auch nicht mit Sicherheit, so doch mit
grofler Wahrscheinlichkeit auf den wahren Ort der Ausscheidung zu
schlieen. Den ganzen groBen Fragenkomplex: Filtriert nder sezerniert
die Niere, an dieser Stelle aufzurollen, ist nicht meine Absicht und wiirde
auch weit {iber den Rahmen dieser Arbeit hinausfithren. Bis heute ist
cs jedenfalls nicht gelungen, einer der beiden Theorien restlos zur An-
erkennung zu verhelfen. In neunerer Zeit mehren sich wieder die Stimmen,
welche die Filtrationstheorie in den Vordergrund stellen wollen ( Randerat,
Cushny). ohne jedoch véllig sichere Beweise dafiir bringen zu kénnen,
daB wirklich im Glomerulus ausschlieBlich filtriert und im Tubulus nur
riickresorbiert wird. Die Wahrheit wird wahrscheinlich in der Mitte
liegen. Dafiir sprechen zahlreiche in neuerer Zeit gemachte Beobach-
tungen, nicht zuletzt die von Hurt, welche ergab, dafl unter besonderen
Umstdnden auch beim Frosch in den zweiten Abschnitten nicht riick-
resorbiert, sondern sezerniert wird. Auch ich konnte im Rahmen meiner
Arbeit, welche sich mit der Hamoglobinausscheidung durch die Niere
befalite, zeigen, daB die Tubuli ganz sicher auch in der Lage sind, aktiv
zu sezernieren. Auch bei Versuchen, die sich mit der Ausscheidung
von Stoffen durch die pathologisch verinderte Niere befassen, ist man
gezwungen, die Frage, filtriert oder sezerniert die Niere, zu streifen.
Wie wir im Laufe der Schilderungen der Versuche sehen werden,
ist es ganz unmoglich, die erhobenen Befunde zu werten, ohne
sich mit dem Problem auseinander zu setzen, woher der an den
verschiedenen Stellen des Nephrons gefundene Farbstoff eigentlich
stammt. Ich moéchte nach diesen Vorbemerkungen nun zur Schilderung
meiner Versnche kommen. Die Fragestellung dieses Arbeitsabschnittes
lautete:

1. Wie sieht bei fluorescenzmikroskopischer Betrachtung die normale
Niere nach Injektion von Fluorochromen im Schnittpriparat aus?

2. Wie verhalten sich stark geschidigte Abschnitte der Nephren nach
Injektion von Fluorochromen ?
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3. Lassen sich aus den fluorescenzmikroskopischen Befunden Riick-
schliisse auf den Ausscheidungsort ziehen ?

Zu den Versuchen wurden Ratten und Méuse als Versuchstiere ver-
wendet. Zur Injektion kamen folgende fluorescierende Farbstoffe:
Auramin, Trypaflavin, Fluoresceinnatrium und -kalium. Zunichst wurden
die Farbstoffe normalen Miusen und Ratten intravends injiziert, die
Tiere nach verschieden langen Zeiten getdtet und die Nieren sofort
fhioreseenzmikroskopisch untersucht. Die Nieren wurden frisch mit dem
unterkithiten Messer geschnitten und mit konzentrierter Kochsalzlgsung
eingedeckt. Die Art und Weise, wie die Priparate gedeckt werden, ist
von auBerordentlicher Wichtigkeit. Die zur Erregung der sekundiren
Fluorescenz von mir verwandten Fluorochrome sind namlich sehr leicht
wasserloslich. Verwendet man also zur Eindeckung der frischgeschnit-
tenen Praparate physiologische Kochsalzlosung, Glycerin, Formol oder
jhnliche Mittel, wird der Farbstoff in kiirzester Zeit ans den Zellen
herausgeldst, und man bekommt eine gleichmafige sich tber das ganze
Priparat erstreckende griinliche Fluorescenz, die ganz auBerordentlich
storend wirkt. Nach wenigen Sekunden ist das Bild schon stark ver-
schwommen, und Einzelheiten sind kaum noch zu erkennen. Noch viel
bedenklicher ist jedoch die Tatsache, dal nun natiirlich auch sehr bald
an  anderen Nierenabschnitten durch den herausgelésten Farbstoff
Fiarbungen vorgetiuscht werden, die nichts mit intravitalen Prozessen
zn tun haben. Zunichst schien durch diese stérende Nebenerscheinung
«He Moglichkeit, mit Hilfe des durchfallenden Lichtes die Fluorescein-
ausscheidung durch die Niere fluorescenzmikroskopisch zu untersuchen,
i Frage gestellt. Ich habe nun die verschiedensten Versuche unter-
nommen, um diese Stérungen zu beseitigen.

Zunichst versuchte ich, durch eine kurze, etwa 11/, Stunden davernde Formol-
fixierung der unaufgeschnittenen Nieren die Erscheinung zu beseitigen. Die Ver-
suche in dieser Richtung schienen auch zunichst ganz erfolgversprechend zu sein.
Die auf diese Weise gewonnenen Priparate waren vollstindig klar, die Tubuli
zeigten eine schwach briunliche Fluorescenz mit ganz leicht griinlichem Einschlag.
Die nur schwache Griinfarbung fithrte ich auf den EinfluB des Formols zuriick.
Die Kontrolluntersuchungen nicht mit Farbstoff vorbehandelter Nieren ergaben
aber die hetriibliche Tatsache, dafi die Tubuli hier genau den gleichen Fluorescenz-
farbton aufwiesen, der bei Rattennieren demnach physiologischerweise vorkommt.
Beim Auffangen der Gefrierschnitte in Wasser war also trotz der Formolfixierung
das Fluorescein herausgelést worden. Auch diese Methode mufBte also wieder ver-
lassen werden. Als niichstes versuchte ich nun, mit Hilfe von Flissigkeiten, in
welchen sich das Fluorescein nicht 16st, dic Eindeckung der nun wieder mit unter-
kithltem Messer gewonnenen Priparate zu bewerkstelligen. Zunichst nahm ich
Aceton, fand aber, daB dieses Fluorescenzindernngen des Parenchyros hervorruft
und dadurch ebenfalls zn falschen Bildern fiihrte. Abgesehen von dieser Tatsache
ist das Aceton sehr fliichtig und fithrt an den Praparaten sehr rasch zu Auvstrock-
nungserscheinungen. SchlieBlich versuchte ich noch, mein Ziel mit konzentrierter
Kochsalzlésung zn erreichen. Fluorescein ist zwar in konzentrierter Kochsalz-
lisung nicht vollig unléslich, aber zum mindesten doch so schlecht, daB der Versuch

Virchows Archiv. Bd. 310, 10
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lohnend erschien. Die Versnche mit konzentrierter Kochsalzlosung haben nun auch
ergeben, daB man mit ihr véllig klare Bilder erhalt. Es erfolgt weder ein Heraus-
losen des Farbstoffes, noch wird die Fluorescenz des in den Tubulusepithelien vor-
handenen Fluoresceins heeintrichtigt. Die geschilderten Versuche wurden daher
alle mit dieser Kinbettungsmethode unternommen. Der Nachteil der geringen Halt-
barkeit warde in Kauf genommen, und von einer Fixierung Abstand genommen.
um durch das Fixierungsmittel etwa hervorgernfene Finorescenzen zn vermeiden.
Zunachst wurden Mause untersucht. :

1. Trypafiavin: Den Miusen wurde das Trypaflavin in ciner Verdinnung von
1 : 10000 intravends injiziert, und zwav jeweils 1/, cem. Ein Teil der Miuse wurde
schon 5 Sek. nach der Injektion getétet. ein anderer Teil der Tiere nach 20 Sek.
Ergebnisse der fluorescenzmikroskopischen Untersuchung: Bei den von den nach
5 Sek. getoteten Miusen stammenden Priparaten sah man eine deutliche An-
farbung der Kerne der Glomerulusschlingen, wihrend die Tubuli nur eine ganz
vereinzelte Kernfarbung zeigten. Ein vollig anderes Bild ergab sich an den Gewebs-
schnitten, welche von den erst®nach 20 Sek. getoteten Tieren stammten. Hier
farbten sich die Kerne des ganzen Nephrons gut an, Glomeruli. Tubuli und Sammel-
rohren wiesen eine gleichmiBige hellgriin leuchtende Kernfarbung auf.

2. Auramin: Auch das Auramin wurde in ciner Verdinnung von 1 : 10000
verwendet und gleichfails in einer Menge von 0,5 cem zur Injektion gebracht. Die
Versuchstiere wirden nach 5, 10, 15 und 20 Sek. getitet. Ergebnisse der fluorescenz-
mikroskopischen Untersuchung: Nach 5 Sek. getdtet: Die Glomeruli sind voll-
standig dunkel, weder leuchten die Schlingen selbst, noch laBt sich im Bowman-
schen Ranm eine fluorescierende Substanz feststellen. Die Tubulusepithelien zeigen
eine ganz gleichmaflige griinlichweife Fluoreseenz, ein selektives Anfirben der
Kerne findet beim Auramin nicht statt. Bei den Ticren, welche nach 10, 15 und
20 Sek. getotet wurden. konnte der gleiche Befund erhoben werden..

3. Fluorescein: Beim Fluorescein wurde eine Verdiinnung von 1 : 3000 gewihlt,
die Injektionsmenge blieh die gleiche, namlich 0,5 cem (verwendet wurde Fluorescein-
Natrium). Das Fluorescein wurde ebenfalls intravends gegeben, die Tiere wurden
3, 3 und 10 Sek., auBerdem nach 3, 5, 10, 20 und 30 Min. nach der Injektion ge-
totet. Krgebnisse der fluoreseenzmikroskopischen Untersuchung: Bei den von nach
3—5 Sek. getoteten Tieren stammenden Priparaten war noch keine Ausscheidung
des Fluovochroms feststellbar. Nach 3 Min. sah man eine schwache, aber noch
deutlich erkennbare grimweilliche Fluorescenz der Tubuli. Die Glomeruli waren
vollstandig dunkel. Das gleiche Ergebnis fand sich bei Totung nach 5 Min., nur
war hier die Fluoreseenz der Tubuli etwas deutlicher. Nach 10 Min. ergab sich
im allgemeinen das gleiche Bild, nur hei 2 Tieren sah man bei vereinzelten Glomerulis
in der Bewmanschen Kapsel halbmondférmige, griinweiBiich fluorescierende Massen.
Dieser Befund kounte nur sehr selten erhoben werden, so da8 die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen erscheint, daB es sich vielleicht gar nicht um ansgeschiedenes Fluores-
cein handelt, sondern um einen anderen Korper. Ich werde auf diesen Punkt
weiter unten noch zuriickkommen. Aueh bei der Totung nach 20 Min. konnten im
Bowmanschen Kapselraum solche fluorescierende Massen gefunden werden, aller-
dings ebenfslls nur vereinzelt. Im iibrigen kein Unterschied gegen die Priparate
der vorigen Versuchsreihe. Nach 30 Min. bemerkt man schon ein Nachlassen der
Fluoresceinausscheidung, jedenfalls fanden sich schon vereinzelte Tubuli, welche
eine schwichere Fluorescenz aufwiesen als die benachbarten.

Besprechung der Befunde: Das Ergebnis der Versuche mit Trypa-
flavin zeigt, daB dieser Kérper fiir Ausscheidungsversuche an der Niere
nicht sonderlich geeignet ist (auch anderchaben hierauf schon hingewiesen).
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Es farben sich gleichmiBig alle Kerne mit Trypaflavin an. die Glomerulus-
kerne so gut wie die der Sammelréhren und Tobuli. Ich glaube nicht,
dafl die Anfarbung in irgendeiner Beziehung zu der Sekretionsleistung
der betreffenden Abschnitte des Nephrons steht. Den Sammelréhren
zum mindesten wird man auf Grund dieser Befunde wohl kaum eine
Sekretions- oder Riickresorptionsleistung zusprechen iirfen. Inter-
essant ist lediglich die Tatsache, daB bereits nach 5 Sek. die Glomerulus-
kerne vollstindig angefarbt sind, wihrend die der Tubulusepithelien
noch vollstiudig dunkel sind. Man muBl diesc schne lere Anfirbung
der Glomeruluskerne wahrscheinlich damit erklaren, dafl die Blut-
versorgung der Glomeruli eine bessere ist und der Farbstoff schneller an
sie herankommen kann als an die dbrigen Abschnitte des Nephrons.
Eine Priifung der Ausscheidung scheint jedoch mit Trypaflavin nicht
méglich zu sein. Hierfiir sind das Auramin und Fluorescein wesentlich
geeigneter (letzterer Farbstoff wurde ja auch namentlich von Ellinger
und Hirt bei ihren Ausscheidungsversuchen verwandt). Die beiden Farb-
stoffe ergeben keine selektive Kernfirbung, sondern firben ganz gleich-
miBig das Protoplasma an. Nach den Versuchsergebnissen von Ellinger
nnd Hirt ist man berechtigt, anzunchmen, daB die Fluovescenz der Epi-
thelien auf einer aktiven Aufnabme des Farbstoffs, sei es nun durch
Sekretion oder Riickresorption, seitens der Zelle beruht. Im Gegensatz
zum Trypaflavin, das gleichmiflig alle Zellkerne der ausreichend mit
Blut versorgten Korperregionen anfiarbt, erzielt man mit Auramin und
Fluorescein eine Anfirbung der Epithelien nur an solchen Organen,
welche die genannten Farbstoffe ausscheiden. (Neben der Niere ist bis-
her wohl am genauesten die Ausscheidung durch dic Leber untersucht.)
Bei den mit Auramin behandelten Tieren sah man schon nach kurzer
Zeit eine Anfiarbung der Tubulusepithelien, und zwar erschienen alle
Abschnitte ziemlich gleichméafig angefirbt. Ein dhuliches Bild boten die
Fluoresceinpriaparate. Auffallend war nun, daB es in den meisten Fillen
nicht moglich war, im Bowmanschen Kapselraum Fluorescein nach-
zuweisen. Aus den Versuchen Ellingers und Hirts geht cinwandfrei
hervor, dafl im Regelfall (von cinigen Ausnahmen abgesehen) zum min-
desten beim Frosch das Fluorescein vom Glomerulus ausgeschieden, von
den Tubulis riickresorbiert wird. Wie soll ich nun meine abweichenden
Befunde erkliren ? Die Anhdnger der Filtrationstheorie werden mir ohne
weiteres entgegenhalten, dall bei der auBerordentlich geringen Koun-
zentration des ,,Glomerulusfiltrates” durch Verluste bei der Herstellung
der Schnitte so wenig iibrig bleibt, dafl es eben auch mit der Fluorescenz-
mikroskopie nicht mehr nachgewiesen werden kann. Ich habe mir diesen
Einwand auch selbst gemacht, wurde aber wieder zweifelnd, als ich bei
weiteren Versuchen die unter vollig gleichen Bedingungen unternommen
wurden, pl§tzlich in vereinzelten Glomerulis doch weiBgriinlich fluores-
cierende halbmondférmige Massen im Bowmanschen Raum sah. Zunichst
10*
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dachte ich daran, daB es sich vielleicht um Zufallsbefunde handele,
vielleicht um ausgeschiedenes Eiweil oder dergleichen. Gegen diese
Annahme spricht aber, dafl in Nieren unvorbehandelter Mause, die ich
in sehr groBler Zahl untersucht habe, solche Befunde niemals erhoben
werden konnten. Man muB also wohl annehmen, da83 es sich beil dieser
beobachteten Fluorescenz doch um Fluorescein gehandelt hat. Es muf
also auf Grund dieser Befunde ohne weiteres zugegeben werden, daB auch
bei der Saugetierniere von den Glomerulis Fluorescein ausgeschieden
wird. Auffallend ist nur das MiBverhaltnis zwischen fluorescierenden
Tubulis und Bowmanschen Raumen. Ich glaube nun nicht, dal man
diese geringe Anzahl der fluorescierenden Bowmanschen Riume darauf
zuriickfithren kann, daB in den nicht fluorescierenden Raumen das
Fluorescein ausgeschwemmt wurde und in den fluorescierenden nicht,
denn es ist ja kaum einzusehen, warum sich das Fluorescein in einem
Bowmanschen Raum halten soll und im anderen nicht. Ich glaube viel-
mehr, daB die Hauptausscheidungslast eben von den Tubulis getragen,
nnd von den Glomerulis nur vereinzelt Fluorescein ausgeschieden wurde.
Bei spater noch zu besprechenden Versuchen konnte ich es sehr wahr-
scheinlich machen, dal die Tubuli zum mindesten auch die Fihigkeit
haben, selbsténdig Fluorescein auszuscheiden. Mit den Ausscheidungs-
versuchen am normalen Tier glaube ich also gezeigt zu haben, dal wahr-
scheinlich die Tubuli den Farbstoff nicht mehr riickresorbieren, sondern
auch aktiv sezernieren. Endgiiltig beweisen kann man diese Behauptung
mit solcher Versuchsanordnung allerdings nicht. Ich komme nun . zur
Besprechung weiterer Versuche, welche sich mit der Ausscheidungs-
leistung vergifteter Nieren befassen. Zu diesen Versuchen wurden Ratten
verwendet. Vergiftet wurden die Tiere ausnahmslos mit Kaliumchromat,
als Farbstoffe wiederum Auramin und und Fluoresceinnatrium ver-
wendet. Bevor mit der Untersuchung vergifteter Tiere begonnen wurde,
-erhielten einige normale Ratten intravendse Auramininjektionen, um zu
priifen, ob die Ratten bei der Ausscheidung fluorescierender Substanzen
Mdéusen gegeniiber wesentliche Unterschiede aufwiesen. Zur intravendsen
Injektion kam 1 cem einer Auraminlgsung 1 : 2500. Die Befunde bei
der fluorescenzmikroskopischen Untersuchung waren im wesentlichen
die gleichen wie bei den Miusen. Die Glomeruli erschienen vollstindig
dunkel, in den Tubulis sah man eine helle griinliche Fluorescenz, also
ein den bei den Miusen erbobenen Befunden entsprechendes Ergebnis.

Schilderung der Vergiftungsversuche: Den Versuchstieren, Ratten, wurden
6 myg Kaliumchromat intraperitoneal eingespritzt. Nach Ablauf von 3 Tagen er-
hielten die Ratten teilweise Auramin, teilweise Fluorescein, teils intravends, teils
intraperitoneal injiziert. Es zeigte sich kein Unterschied der Ergebnisse bei den
beiden Injektionsarten. Die Ratten wurden 30, 45 und 50 Min. nach der Injektion
setotet. 2 Tiere untersuchte ich ohne vorberige Farbstoffinjektion, um die durch

das Kaliumchromat hervorgebrachten nephrotischen Verdnderungen unangefarbt
beobachten zu koénnen.
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Versuchsergebnisse.

1. Ungefirbt: Fluorescenzmikroskopische Untersuchung: Die Glome-
ruli erschienen vollstindig dunkel. Die Tubuli zeigten ein sehr wechselndes
Bild. Zum Teil fluorescierten sie ganz schwach und unterschieden sich
kaum von den Tubulis normaler Nieren. An anderen Stellen sah man
auBerordentlich hell fluorescierende Tubuli, welche einen blendend
weillen Farbton aufwiesen. Die besonders hell fluorescierenden Tubulus-
abschnitte waren verbreitert und deutlich verquollen. Die Sammelrshren
wiesen keine Fluorescenz auf. Im iibrigen sah man die auch normalerweise
in den Nieren auftretenden Fluorescenzen, wie auch Hamperl beim
Menschen schon beschrieben hat (blauweile Fluorescenz der elastischen
Fasern der Gefifle, des interstitiellen Bindegewebes und der Bowmanschen
Kapseln). Bei der Himatoxylin-Eosinfirbung stellte ich fest, dafi die
besonders hellweiBllichen Fluorescenzen Verkalkungen entsprachen, im
iibrigen bestétigte sich die Behauptung, daf an den hell fluorescierenden
Stellen Verquellungen und Verbreiterungen der Tubuli vorliegen. An
manchen Stellen waren die Verquellungen so stark. dafl sie das Lumen
vollig verschlossen.

2. Untersuchungsergebnisse nach Farbstoffinjektion:

-a) Den Ratten wurde das Fluorescein in einer Verdiinnung von 1 : 2500 intra-
peritoneal eingespritzt, und zwar jeweils in einer Menge von 1 ¢cem. Die Tiere wurden
dann 45 bzw. 50 Min. nach der Injektion getétet und die Nieren herausgenommen.
Makroskopisch boten sie keine besonderen pathologischen Befunde.

Bei der fluorescenzmikroskopischen Untersuchung ergab sich fol-
gendes: In den Rindenbezirken fanden sich namentlich unter der Nieren-
oberfliche zahlreiche hellweillich fluorescierende, also wohl nekrotische
Tubuli. Besonders mufl hervorgehoben werden, daf in der Umgebung
mancher Glomeruli alle Tubuli contorti 1. Ordnung vollstindig nekrotisch
waren und eine helle weiBliche Fluorescenz zeigten. Von einem Lumen
war in diesen Bezirken nichts mehr zu sehen. Die zu diesen Haupt-
stitcken gehorigen Henleschen Schleifen und Schaltstiicke zeigten eine
deutliche Griinfluorescenz. Im ibrigen fanden sich aber auch an den
Henleschen Schleifen nekrotische Partien, welche kein Lumen mehr er-
kennen lieBen. Zwischen diesen weiBlich fluorescierenden Schleifen sah
man auch wieder solche, welche in einem griinlichen Farbton fluores-
cierten, an diesen Stellen muf also Fluorescein ausgeschieden oder viel-
leicht auch riickresorbiert worden sein. Ich werde auf diesen Punkt
spiter noch eingehen. An einigen Stellen lieB sich ein sehr interessanter
Befund erheben. Man sah niamlich deutlich, daB solche hellweiBlich
fluorescierenden Tubulusabschnitte, welche kein Fluorescein ausge-
schieden oder riickresorbiert haben, an weiter abwirts gelegenen Stellen
keine weifle, sondern deutlich griine Fluorescenz zeigen, welche dafiir
spricht, daf an diesen Stellen ausgeschieden oder riickresorbiert wurde.
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Hier zeigten die betreffenden Tubulusabschnitte auch keine Ver-
quellungen und Verbreiterungen mehr und machten einen verhalt-
nisméBig intakten Eindruck. Die Glomeruli waren vollstindig dunkel.
in den Bowmanschen Kapseln lieBen sich an keiner Stelle fluores-
clerende Massen nachweisen. Die S8ammelrdhren zeigten gleichfalls keine
Fluorescenz. Die verschiedene Versuchsdauer von 45 bzw. 50 Min. be-
dingte keinen Unterschied.

b) Auramin: Das Auramin wurde fleichfalls intraperitoneal injiziert,
verwendet wurde das Auramin in einer Verdinnung von 1 : 2500 und
in einer Menge von 1 cem injiziert. Getotet wurden die Tiere 30 baw.
45 Min. nach der Injektion. Die Glomeruli zeigten auch bei den Auramin-
versuchen keine Fluorescenz des Bowmanschen Raumes. Die Tubuli
boten ein dhnliches Bild wie bei den Fluoresceinversuchen. Auch hier
uingen wieder stark verquollene, weill fluorescierende Tubulusabschnitte
in solche @iber, welche einen weniger stark verinderten Kindruck machten
und grinliche Fluorescenz aufwiesen. Im Lumen der intakten Tubuli
fanden sich vereinzelte weifilich fluorescierende Zvlinder, welche ich als
ausgeschiedenes Biweill ansprach. Auch bei den Auraminversuchen waren
die verschieden langen Versuchszeiten ohne Einflu8.

Ergebnisse der Tageslichtuntersuchungen: Die Untersuchung der
Priparate mit der gewéhnlichen Himatoxilin-Eosinfirbung ergab das
itbliche Bild der schweren nekrotisierenden Nephrose mit enormer Ver-
quellung der Tubulusepithelien, Eiweilzylindern und beginnenden Ver-
kalkungen. Es eviibrigt sich daher, im einzelnen auf die Beschreibung
dieser Punkte cinzugehen, da doeb nur schon Bekanntes wiederholt
werden miiite.

Deutung der Betunde: Ich will versuchen, ob es moglich ist, an Hand
der gewonnenen Versuchsergebnisse die anfangs gestellten Fragen zu
beantworten. Die beiden ersten Fragen sind durch die eingehende Schil-
derung der Befunde bereits beantwortet. Es mufl nun noch die dritte
Frage besprochen werden, welche lautete: Lassen sich aus den fluores-
cenzmikroskopischen Befunden Riickschlisse auf den Ort der Farbstoff-
ausscheidung ziehen? Dies ist auBerordentlich schwer zu entscheiden,
da es immer ein Wagnis bedeutet. vom toten Schnittpriparat, das einen
Zustand darstellt, auf einen Vorgang, dev sich wihrend des Lebens ab-
gespielt hat, zu schlieBen. Ich habe weiter oben auf diese Schwierigkeit
auch schon hingewiesen. Aus diesem Grunde sind die ersten Versuche
am gesunden Tier nur mit groBer Zurickhaltung zu verwerten. Es fanden
sich zwar nur sehr selten im Bouwmanschen Rawm fluorescierende Stoffe,
aber es ist fraglich, ob man aus dieser Tatsache allein schon einen Beweis
ableiten darf, dafl die Tubuli den Farbstoff, den sie ja zweifellos enthielten,
aktiv sezerniert und nicht rickresorbiert haben. Xs ist sehr schwer,
den Einwand zu cntkriften, daB in den meisten Glomerulis deshalb kein
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Farbstoff mehr gesehen wurde, weil er bei der Behandlung der Prapacate
herausgelost wurde. Die Ergebnisse der Ausscheidungsversuche bei mit
Kaliumchromat vergifteten Ticren scheinen nun sehr dafiir zu sprechen,
dall meine oben wiedergegebene Vorstellung zum mindesten zn ver-
teidigen ist. Ich schilderte bei der Besprechung der Versuche, wie die
Tubuli teillweise vollstindig nekrotisch waren und eine véllige Ver-
quellung des Lumens zeigten, ferner dafl sehr oft unmittelbar unterhalb
dieser schwer geschadigten weif und nicht griin fluorescierenden Tubulus-
abschnitte das Epithel wieder besser erhalten war und auch wieder eine
deutliche Griinfluorescenz zeigte. Wie soll man diese Befunde erkliren ?
Versuchen wir es zundchst mit der Filtrationstheoric. Nach dieser miilite
also alles Fluorescein von den Glomerulis abfiltriert und dann von den
Tubulis ritckresorbiert worden sein. Wie kommt aber nun der Farbstoff in
Tubulusabschnitte hinein, welche unterhalb véllig verquollener Tubulus-
partien liegen, die gar kein Lumen mehr aufweisen. Man kénnte natiir-
lich einwerfen, die betreffenden schwer geschidigten Tubulusabschnitte
seien eben doch nicht villig verschlossen gewesen und hitten noch soviel
Farbstoff durchgelassen, dal von den tiefer gelegenen Tubuluspartien
noch zur Anfirbung ausreichende Farbstoffmengen aufgenommen werden
konnten. So unwahrscheinlich diese Annabme an sich ist, habe ich mich
vorsichtshalber doch mit ihr auseinander gesetzt. Ich schilderte schon,
daB die schwergeschidigten Partien im Gegensatz zu den intakten vollig
welB und keine Spur griinlich fluorescierten. Ich habe nun ausprobiert,
ob sich solches nekrotisches Tubulusgewebe nicht passiv mit Fluorescein
anfirbt, brachte also Gewebsschnitte kalinmchromatvergifteter Nieren
in auBerordentlich stark verdiinnte Fluoresceinlésung (1 @ 100000) und
belie3 sie einige Minuten in thr. Ieh fand, daB nach dieser Behandlung
auch die vorher weill fluoreseierenden nekrotischen Partien nmunmehr
griin aufleuchteten. Wenn also vom Glomerulus her Farbstoff die nekro-
tischen Tubulurabschnitte passiert hitte, wiirden sie sich zweifellos an-
gefarbt haben. Sie waren aber voéllig farblos, weil eben kein Farbstoff
durch sie hindurchgegangen ist. Das unterhalb der nekrotischen Partien
beobachtete Fluorochrom kann also nur von der Blutseite her in die
Tubulusepithelien hineingelangt sein, da das Lumen nach diesen Uber-
legungen keinen Farbstoff enthalten konnte. Aus diesen Versuchen
glaube ich schlieflen zu diirfen, da8 das Fluorescein zum mindesten nieht
unter allen Umstdnden von den Glomerulis abgeschieden wird, sondern
dafl auch die Tubuli die Fihigkeit besitzen, das Fluorescein aktiv zu
sezernieren.

4. Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen am menschlichen
Leichenmaterial mit besonderer Beriicksichtizung der Nieren.
In dem vorliegenden Abschnitt meiner Arbeit beabsichtige ich keines-
wegs, eine systematische Untersuchung verschiedener Krankheitsbilder
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wmit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie durchzufiihren. Ich will lediglich
eine Reihe pathologischer Verdnderungen daraufhin untersuchen, ob
itberhaupt eine Moglichkeit besteht, fluorescenzmikroskopische Befunde
zu erheben, und ob es aussichtsreich erscheint, auch das Sektionsgut
einer systematischen Untersuchung zu unterziehen. Es sind auch schon
Versuche in dieser Richtung unternommen worden; in meiner ein-
leitenden Literaturiibersich tbin ich auf diese Arbeiten, soweit sie mir zu-
ganglich waren, eingegangen. Namentlich auf dem Gebiet der Bakterio-
logie, der Geschwulstforschung, Erforschung des Porphyrins und der
Untersuchung des Zentralnervensystems liegen zum Teil sehr ausfiihr-
liche Arbeiten vor. Ebenso sind die normalerweise am menschlichen
- Leichenmaterial zu beobachtenden Fluorescenzen sehr eingehend von
Hamperl untersucht worden. Die ausfithrliche und sorgfiltige Arbeit
Hamperls ist ganz besonders deshalb zu begriiBen, weil sie ey ermdéglicht,
sich sofort dariiber zu orientieren, ob irgendwelche bei pathologischen
Prozessen beobachtete Fluorescenzen womdglich schon normalerweise
vorkommen.

Eine laufende Untersuchung des jeweils anfallenden Sektionsgutes
ist jedoch, soweit ich die Literatur itbersehe, noch nicht angestellt worden,
und aus diesem Grunde habe ich es unternommen, nachzupriifen, ob eine
solche erfolgversprechend ist, um dann spiter auf dem Boden der ge-
wonnenen Erfahrungen systematische Untersuchungen verschiedener
Krankheitsbilder entweder selbst auszufiithren, oder zum mindesten dazu
anzuregen. Die Untersuchungsergebnisse aus dem laufenden Sektions-
gut sollen bei folgenden Krankheitsbildern geschildert werden: 1. Amy-
loidose. 2. Lungen- und Nebennierentuberkulose. 3. Akute gelbe Leber-
atrophie. 4. Verschiedene der Gruppe des Morbus Brighti angehérende
Nierenerkrankungen.

1. Fluorescenzmikroskopische Befunde bei Amyloidose: Es kamen
verschiedene Amyloidfalle zur fluorescenzmikroskopischen Untersuchung,
darunter einer mit einer sehr schén ausgeprigten Schinkenmilz. Alles
untersuchte Amyloid zeigte weder im frischen noch im fixierten Zustand
eine Spur von Fluorescenz. Dieser Befund wurde schon von Hamperl
erhoben. Ds die zur Beobachtung gekommenen Amyloidfille alle sicher
schon alter waren, halte ich es durchaus fiir méglich, daB ahnlich wie bei
den Infarkten aus irgendwelchen Griinden eine vielleicht vorhanden ge-
wesene Fluorescenz ausgel6scht ist. Ich habe auch vor, in einer experi-
mentellen Arbeit nachzupriifen, ob ganz frisches Amyloidmaterial nicht
vielleicht doch fluoresciert. Nun wire noch die Frage zu priifen, welche
sekunddren Vorginge denn nun die hypothetische Fluorescenz des
Amyloids ausléschen kénnte. Das Naheliegendste ist natiirlich, wieder
an Eisen zu denken, das nach meinen Untersuchungen mit groBer Wahz-
scheinlichkeit fiir das Aufhéren der Fluorescenz der Infarkte verantwort-
lich zu machen ist. Wenn diese Vermutung richtig ist, miiite nach
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Behandlung mit N/HCI eine Fluorescenz des Amyloids auftreten bzw.
,,zuriickkehren®. Ich habe Stiickchen einer Schinkenmilz einige Minuten
in N/HCl gekocht, dann von dem betreffenden Material Gefrierschnitte
angefertigt. Bei der fluorescenzmikroskopischen Betrachtung zeigte sich,
dafB das vor der Behandlung véllig dunkle, keinerlei Fluorescenz ergebende
Amyloid in einem hellen bldulichen Farbton fluorescierte. Das Ergebnis
ist also ganz dhnlich dem, das ich bei der Salzsiurebebandlung alter
nicht leuchtender Milz- und Niereninfarkte erzielte. Man kénnte sich
ganz gut vorstellen, dafl sich auch das Amyloid im Laufe der Zeit mit
Eisensalzen beldid und dadurch seine Fluorescenz einbiiit. Selbst-
verstandlich mul} dies bei meinen wenigen bis jetzt vorliegenden Ver-
suchen eine bloBe Vermutunyg bleiben, denn ich weill ja nicht einmal,
ob frisches Amyloid sich tatsichlich so verhdlt wie frische Infarkte.
Diese Frage kann endgiiltig nur durch Untersuchung frischen experimentell
erzeugten Amyloids geklirt werden. Meine Annahme, dafl eventuell
ein gewisser Eisengehalt des Amyloids dieses am Fluorescieren hindert,
mdchte ich als bloBe Arbeitshypothese aufgefaflt wissen.

2. Fluorescenzmikroskopische Befunde bei verkiisender Lungen- und
Nebennierentuberkulose: Als nichstes habe ich einige verkiste Lungen-
und Nebennierentuberkuloten untersucht. Die verkédsten Partien sowohl
der Lungen als auch der Nebennieren fluorescieren nicht. Vielleicht
kommen fiir dieses Fehlen der Fluorescenz die gleichen Griinde in Frage,
wie sie schon beim Amyloid besprochen wurden. Auch hier miissen noch
weitere Versuche Klarung schaffen. Gut sind in dem verkésten Lungen.-
gewebe die elastischen Fasern nachzuweisen, die in einem hellen weil3-
lichen Ton fluorescieren. Weiterhin sieht man in den den verkasten
Gebieten benachbarten Alveolen desquamierte Epithelien, welche in
einem braungelblichen Farbton fluorescieren. Die Nebennieren zeigten
in der den Verkdsungen benachbarten Zona fasciculata den gleichen
Befund, wie ihn auch schon Hamperl beschrieb. Man sah eine blaBbraun-
gelbliche Fluorescenz, die offenbar auf eingelagerten Fettstoffen beruhte.
Die verkisten Massen selbst fluorescierten nicht. Die braungelbliche
Fluorescenz der desquamierten Alveolarepithelien méchte ich ebenfalls
auf einen Gehalt an Lipoidsubstanzen zuriickfithren. Weitere neue Be-
funde konnte ich bei der Tuberkulose nicht erheben und glaube auch
nicht, daB auf diesem Gebiet, abgesehen von dern vielfach erforschten
Tuberkelbacillennachweis und der Priifung des Fliissigkeitsaustausches
zwischen verkidsten Herden und ihrer Umgebung (Pfaff), mit Hilfe der
Fluorescenzmikroskopie wesentliche neue Erkenntnisse gewonnen werden
kénnen.

3. Gelbe Leberatrophie: Fille von gelber Leberatrophie kamen in
der Zeit der Anfertigung dieser Arbeit nur zwei zur Beobachtung. Dar
erste Fall war eine akute gelbe Leberatrophie, welche ein recht eindrucks-
volles fluorescenzmikroskopisches Bild bot. Das zugrunde gegangene
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Lebergewebe war dunkel, es leuchteten in diesen Partien nur die elasti-
schen Elemente der Gefifie. Eine sehr helle griingelbliche Fluorescenz
zeigten dagegen die erhalten gebliebenen Inseln des Lebergewebes. Im
Zentrum der Leberzellen sah man teils kugelige, teils mehr langliche braun-
rotliche fluorescierende Massen. Irgendwelche Bindegewebsziige waren
nicht wahrnehmbar, zuom mindesten sah man keine bliuliche Fluorescenz,
welche auf die Anwesenheit von Bindegewebe hitte schlieBen lassen.
Auch die Untersuchung der Préparate bei Tageslicht mit einer van Giesson-
Farbung lieB nur spirliche Bindegewebsziige erkennen. Sowohl in den
erhaltenen Leberbalkchen wie auch in dem an sich nicht fluorescierenden
sugrunde gegangeuen Lebergewebe sah man helle weilgelblich fluores-
cierende Tropfchen, offenbar Fett- oder Lipoidmassen. Sebr viel weniger
cindrucksvoll waren die Bilder bei dem zweiten Fall einer chronischen
gelben Leberatrophie. Die Leberbilkchen, welche erhalten oder regene-
viert waren, leuchteten in einem schwach brdunlichen Fluorescenzton.
Zawischen dem erhaltenen Lebergewebe sah man blaBbliuliche Gewebs-
zlige, welche als Bindegewebe angesprochen werden missen, auBlerdem
sah man in den Leberbiilkchen, ebenso wie beim ersten Fall, hellweiBlich
fluorescierende Tropfehen, wohl auch sicher Fett- oder Lipoidsubstanzen.’
Es ist also nach diesen, wegen der geringen Anzahl der Fille allerdings
mit Vorsicht aufzufassenden Befunden zu sagen, daBl es méglich ist,
sich mit Hilfe der Fluorescenzmikroskopie rasch einen Uberblick iiber
das Alter einer gelben Leberatrophie zu verschaffen. Bei frischen Fillen
helle Fluorescenz des erhaltenen Lebergewebes, offenbar durch Ein-
lagerung von Gallenfarbstoff bedingt, bei dlteren Fallen nur schwaches
Leuchten des Lebergewebes, dafitv Auftreten von bliulich fluores-
cierenden Bindegewebsziigen. Es bleibt abzuwarten, ob weitere Fille
diese Befunde bestitigen. '

4. Fluorescenzmikroskopische Befunde bei verschiedenen der Gruppe
des Morbus Brightii angehérenden Nierenerkrankungen:

a) Zunichst wurden einige Fille von benigner Nephrosklerose unter-
sucht. Hier interessierte vor allem die Frage, ob bei den hyalinisierten
Glomerulis ein TUuaterschiecd zwischen dem Hyalin der GefaBschlingen
cinerseits und dem der Bowmanschen Kapseln andererseits besteht.
Die Untersuchuny ergab nun, da tatsdchlich ein deutlicher Unterschied
zwischen Kapsel- und Knauelhyalin vorhanden war. Das Kapselhyalin
fluorescierte in einem bldulichen, das Kniuelhyalin in einem briunlichen
Farbton. Die Intima der kleinen GefiBe fluorescierte gleichfalls in einem
graubraunen Farbton. Diese Ergebnisse sind insofern interessant, als
sle eine weitere Bestiatigung der von vielen Untersuchern vertretenen
Meinung sind, daB Hyalin und Hyalin durchaus verschiedene Kérper
sein konnen (Miiller, Leupold, 3. B. Schmidt u. a.). Es erscheint nach
diesen Befunden also durchaus lohnend, dem Hyalinproblem auch mit
der flaorescenz-mikroskopischen Methode nachzugehen.
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b) Weiterhin wurden einige Fille von cholamisehen Nephrosen
tluorescenzmikroskopisch untersucht. Makroskopisch handelt es sich bei
idlen untersuchten Fillen um cholamische Nephrosen bei schwerem all-
gemeinen Ikterus. Die Glomerulusschlingen leuchteten in einem ganz
schwachbriunlichen Ton. Die Epithelien der Tubuli und Sammelréhren
zeigten eine deutliche braungelbliche Fluorescenz. Ab und zu sah man
im Lumen der Tubuli schwach briaunlich fluorescierende Gallezylinder
vingelagert. Also abgesehen von dieser schwach braungelblichen Fluores-
cenz, die offenbar durch die ikterische Verfirbung bedingt war, keine
Besonderheiten.

¢) Untersuchungen an Glomerulonephritiden: Die Bilder, welche ich
bei der Untersuchung von Glomerulusnephritisfillen erhielt, waren
wechselnd. Diese Tatsache erklart sich zwanglos daraus, dafl verschiedene
Stadien der Glomerulonephritis zur Untersuchung kamen. Sehr inter-
essant war ein Priparat, welches von einem Fall von subakuter Glomerulo-
nephritis mit nephrotischem Einschlag stammte. Das Himatoxilin-
Fosin-Priparat ergab folgenden Befund : Vereinzelte Halbmondbildungen,
geringe degenerative Verinderungen an den Glomerulis. Vereinzelte
embolische Abscesse in einigen Glomerulis. Geringe degenerative Ver-
anderungen an den Tubulis im Sinne einer albumindsen Degeneration.
Fettidrbung: Ganz geringe Verfettung der Glomeruli, in etwas stirkerem
MaBe auch der Tubuli. Keine Doppelbrechung der Fettkorper. Ganz
auBerordentlich interessant waren die Untersuchungsergebnisse dieses
Falles in ultraviolettem Licht. Es fand sich nidmlich eine auffallend
helle, fast weiBle Fluorescenz sdmtlicher Glomeruli, wie ich sie in.
keinem Fall vorher oder nachher gesehen habe. Die Fluorescenz mufite
als blendend hell bezeichnet werden. Auch die Tubuli fluorescierten teil-
weise recht hell, wenn auch bei weitem nicht in dem Mafle wic die Glome-
ruli. Es fragt sich nun, wie man diese auffallend helle Fluorescenz der.
Glomeruli erklaren soll. Zunichst dachte ich daran, ob nicht vielleicht
beginnende Nekrosen hierfiir verantwortlich seien. Ich konnte ja ver-
schiedentlich zeigen, dafi namentlich frische Nekrosen helle Fluores-
cenzen hervorzurufen imstande sind. Wenn diese Annahme sich be-
stitigen sollte, wire diese Tatsache auch beziiglich der Erforschung der
Nierenfunktion von grofer Wichtigkeit. Wenn namlich alle Glomeruli
so schwer geschiadigt sind, daf sie eine helle, auf EiweiBkoagulation be-
ruhende Fluorescenz geben, miifite ja die Hauptausscheidungslast von
den Tubulusepithelien getragen werden. (Die Nierenfunktion war in dem
betreffenden Fall erhalten geblicben, es lag keine Urdmie vor.) Ich bin
leider nicht in der Lage, diese Annahme zu beweisen, denn es kénnten
natiirlich auch Lipoideinlagerungen fiir die Fluorescenz der Glomeruli
verantwortlich gemacht werden, denn Fette oder Lipoide kénnten ja
auch manchmal eine sehr helle Fluorescenz hervorrufen, ohne daB
es allerdings bisher gelungen wire, aus der Art ihrer Fluorescenz
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Riickschliisse auf ihren Bau zu ziehen. Die iibrigen Fille von Glomerulo-
nephritis, welche ich zu untersuchen Gelegenheit hatte, zeigten nur eine
geringe Fluorescenz der Glomeruli. Auch die Tubuli zeigten eine weit
geringere, wenn auch deutlich wahrnehmbare Fluorescenz. Es mul also
abgewartet werden, ob noch dbnliche Fille, wie der zuerst beschriebene,
zur Beobachtung kommen. Vorerst ist es wie gesagt nicht méglich,
Riickschliisse aus diesen Beobachtungen zu ziehen.

d) Unbestimm¢t charakterisierte Nephrosen: Die fluorescenzmikro-
skopischen Befunde entsprachen den Erwartungen. Die Tubuli fluores-
cierten mehr oder weniger stark in einem grauweiBlichen Ton, die
Glomeruli waren durchweg dunkel, vereinzelt leuchteten sie mattblau.
Die Sammelréhren zeigten keine besonderes Fluorescenz. Manchmal
fanden sich sowobl in den Tubulusepithelien wie auch in den Glomerulis
feinste hellgelblich leuchtende Piinktchen, welche wohl auf die Lipoid-
einlagerungen zuriickgefithrt werden miissen. Es kann wohl als fest-
stehende Tatsache betrachtet werden, dafl nephrotische, also degenerative
Verinderungen zu etwa der Schwere der Verdnderungen parallel gehenden
granweiBlichen Fluorescenzen fithren. Ich bin auf diesen Punkt schon
ausfihrlich bei der Besprechung der experimentell hervorgerufenen
nekrotisierenden Nephrosen eingegangen. Bei der Untersuchung der
Nephrosen habe ich auch versucht, den Grad der Verfettung fluorescenz-
mikroskopisch zu untersuchen. Im ungefidrbten Praparat hat man wenig
Aussicht, die eingelagerten Fettsubstanzen restlos zu erfassen, da ja
das eingelagerte Fett nicht unter allen Umsténden fluoresciert. Man muf
also in diesem Fall zur Fluorochromierung greifen. Gut zur Fettdarstel-
lung geeignet ist, wie schon erwihnt, das Chlorophyll. Seine Gewinnung
habe ich weiter oben schon beschrieben. Nach der Fluorochromierung mit
Chlorophyll sah man nun ausgedehnte Verfettungen sowohl der Tubuli
als auch der Glomeruli und Sammelréhren. Haufig fiel auf, dafl gerade
die weniger stark verdnderten, also dunkler erscheinenden Tubuli stirkere
Verfettung zeigten. Am geringsten war die Verfettung meistens bei den
Sammelrohren. Auch die Glomeruli zeigten im allgemeinen nicht so
starke Verfettungen wie die Tubuli. Zur Kontrolle wurden alle Pri-
parate noch mit Scharlachrot gefirbt, und es stellte sich heraus, dafl die
Chlorophylifarbung die vorhandenen Fette und Lipoide offenbar rest-
loser ausfirbt, als die sonst iibliche Scharlachrotfirbung. Es fiel auf,
daB so und so oft die Verfettung der Gefalschlingen der Glomeruli nur
bei der Chlorophylifirbung sichtbar zu machen war, wihrend ich um-
gekehrt nie bemerken konnte, dafl etwa durch Scharlachrot angefirbtes
Fett mit Chlorophyll nicht zur Darstellung gekommen wire. Die Fett-
farbung mit Chlorophyll scheint mir auch sehr geeignet fiir Reihen-
untersuchungen, bei welchen viele Praparate angefertigt werden miissen,
oder weiterhin zur raschen Orientierung iiber einen eventuell vorliegenden
Fettgehalt eines Priparates. Die Herstellung eines Chlorophyllpriparates
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ist namlich ungleich einfacher als die eines mit Scharlachrot gefirbten.
Man braucht nur den aufgezogenen unvorbehandelten Gefrierschnitt fiir
die Dauer 1 Min. in die Chlorophyllésung zu stellen, dann mit Wasser
abzuspiilen, um eine gute Ausfarbung zu erreichen. Zur Herstellung einer
Scharlachrotfirbung benétigt man mindestens die 10fache Zeit.

e} Herdférmige Glomerulonephritiden: Ein sehr interessantes Bild
ergaben die Priparate eines Falles von Endocarditis lenta. Die Unter-
suchung der Niere im Hamatoxilin-Eosinpraparat ergab eine typische
embolische nicht eitrige Herdnephritis, wie man sie bei der Endocarditis
lenta hanfiger sieht. Interessant war das Verhalten der Miniaturinfarkte
der Glomeruli im Fluorescenzlicht. Sie leuchteten in einem hellweiBlichen
Ton, also ein weiterer Beweis dafiir. daB nicht nur epithelitle Gewebe,
sgndern auch mesenchymale nach der andmischen Infarzierung hell-
weiBlich auflenchten. Weitere Besonderheiten ergaben sich bei der Unter-
suchuny dieses Falles nicht.

f) Arteriosklerotische Schrumpfnieren: Zum Schiuf noch die Schil-
tlerung des fluorescenzmikroskopischen Befundes bei arteriosklerotischen
Schrumpfnieren. Teils waren die Glomeruli dunkel, teils zeigten sie
blauliche Fluorescenz. Deutlich erkennbar war auch eine wei3bliuliche
Fluorescenz der GefaBintima, sowohl bei gréBeren als auch kleineren
Gefaflen. Die Tubuli, Sammelrghren und interstitielles Gewebe zeigten
keine Fluoresecenz.

Damit bin ich am Ende der Schilderungen der fluorescenzmikro-
skopischen, am laufenden Sektionsgut erhobenen Befunde. Wenn das
in Betracht kommende Material auch nicht allzu groB war, kann man
doch sagen, daB die Untersuchung der frischen unfixierten Praparate als
durchaus lohnend zu bezeichnen ist. Bei der An]yloidése konnten die
Befunde anderer Untersucher, die eine Fluorescenz des Amyloids ver-
miflten, bestétigt, als neu jedoch die Méglichkeit erkannt werden, durch
Kochen des Amyloids in N/HCl (Heranslésen von Kisen 7) dasselbe zum
Fluorescieren zu bringen.

Weiterhin stellte sich heraus, daB verkéste tuberkultse Lungen und
Nebennierenherde keine Fluorescenz ergaben nund sich damit dhnlich wie
dic alten Infarkte verhielten.

Bei Fillen von Leberatrophie zeigte sich, daB akute Fille eine helle,
offenbar durch Galenfarbstoffgehalt hervorgerufene Fluorescenz der
Leberzellen aufwiesen, bei alten chronischen Fillen dagegen die bliu-
liche Fluorescenz des eingelagerten Bindegewebes im Vordergrund stand.

Interesvante Beobachtungen lieBen sich bei verschiedenen patho-
logischen Nierenverdnderungen erheben. Es konnte festgestellt werden,
daB bei benigner Sklerose ein deutlicher fluorescenzmikroskopischer
Unterschied zwischen Kapsel und Knaunelhvalin besteht. Bei einer sub-
aknten Glomerulonephritis fand sich eine auffallend helle Fluorescenz
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der Glomernli. Bei embolischer Herdnephritis sah man ecine deutliche
helle Fluorescenz der Miniaturinfarkte der Glomeruli. Nephrosen lieBlen
cine gut sichtbare Fluorescenz der Tubuli erkennen, und zwar nicht nur bei
nekrotisierenden Nephrosen, sondern auch bel reiner triitber Schwellung.

Es wird also nach diesen Ergebnissen als absolut aussichtsreich be-
zeichnet werden miissen, Untersuchungen unfixierter Priaparate des
laufenden Sektionsgutes auch in Zukunft vorzunehmen.

Zusammenfossuny.

1. Zunichst wurde eine kurze Ubersicht iiber den heatigen Stand der
fluorescenzmikroskopischen Literatur gegeben.

2. In eigenen Untersuchungen wurden verschiedene Probleme der
allgemeinen Pathologie in Angriff genommen und zunichst die Frage
der EiweiBgerinnung behandelt. Es stellte sich heraus, daBB geronnenes
Eiweil), ganz gleich, auf welehe Weise es zur Gerinnung gekommen war,
fluoresciert. Es wurde erwogen, ob die Fluorescenz auf von auBBen in
das geronnene Gewebe eingedrungenen Substanzen beruht. Hierbei
wurde in erster Linie an das Calcium gedacht. Durch verschiedene Ver-
suche (Fluorescenz auch bloB gekochten Gewebes) konnte aber wahe-
scheinlich gemacht werden. dall die Gerinnung als solche die Fluovescenz
hervorruft.

3. Im Rahmen der Gerinnungsversuche wurden ganz besonders die
Infarkte untersucht, und es fiel auf, da namentlich dltere Infarkte nicht
mehr leuchteten. Als Grund fir diese Erscheinung wurden die ver-
schiedensten Momente in Betracht gezogen (Zunahme der Alkalitit der
Infarkte, Austrocknung). Als wahrscheinlichste Ursache konnte die Zu-
nahme des Eisengehaltes dlterer Infarkte gefunden werden, da es gelang,
durch auf galvanischem Wege ins Gewebe eingebrachtes Eisen vorher
vorhanden gewesene Fluorescenzen auszulschen.

4. Weiterhin wurden kaliumchromatvergiftete Nieren von Hunden
fluorescenzmikroskopisch untersucht und festgestellt, da nekrotische
geronnene Tubulusabschnitte besonders hell lenchten, aber auch nicht
direkt geronnene Tubuli eine iiber die Norm hinausgehende Fluorescenz
zeigen. :

5. Auch die Ausscheidungsleistung kalinmchromatvergifteter Nieren
wurde gepriift und gefunden, dafl die Fluorochrome wahrscheinlich
nicht nur durch die Glomeruli, sondern auch durch die Tubuli aktiv
sezerniert werden konnen, da auch unterhalb véllig verquollene rund kein
Lumen mehr aufweisender Tubulusabschnitte wieder besser erhaltene
Partien gesehen wurden, welche wiederum Farbstoff ausgeschieden hatten,
der wegen der Unwegsamkeit der oberhalb gelegenen Abschnitte nur
auf dem Blutwege an die betreffenden Tubulusepithelien gelangt sein
konnte.
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6. Schlieflich wurden noch verschiedene pathologisch verinderte
Organe des laufenden Seksionsgutes unfixiert untersucht und festgestelit,
daB z. B. das an sich nicht leuchtende Amyloid durch Behandlung mit
N/HCI zur Fluorescenz gebracht werden kann.

Tuberkulése Herde lassen z. B. jede Fluorescenz vermissen, verhalten
sich also wie alte Infarkte.

Auch verschiedene Nierenerkrankungen zeigten interessante Befunde,
u. a. besteht ein deutlicher Unterschied zwischen Kniuel- und Kapsel-
hyalin bei benigner Nephrosklerose.

Es erscheint also durchans aussichtsreich, diese Untersuchungen fort.-
zusetzen und svstematisch auszubauen.
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