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(Eingegangen am 1. Juli 1957}

Das von Tmm angegebene Sulfidsilberverfahren hat sich fiir den
histotopochemischen Nachweis zahlreicher Schwermetalle durch seine
einfache technische Handhabung und ausgezeichnete Lokalisierbarkeit
der nachzuweisenden Substanzen als besonders wertvoll erwiesen. Ex-
perimentell dem Organismus zugefithrte Metalle, sowie zahlreiche im
Gewebe vorhandene Spurenmetalle werden durch die Einwirkung des
Schwefelwasserstoffes bei der Fixierung in die Sulfidform iiberfithrt,
obwohl sie im lebenden Gewebe sicherlich nicht als freie Ionen vor-
liegen, sondern wohl immer in organischer Bindung.

Ohne Zweifel entziehen sich eine grofe Anzahl gerade der biogenen
Metallverbindungen (s. GEpIGK und Procr) durch besonders starke kom-
plexe Bindung der Einwirkung des Schwefelwasserstoffes und lassen sich
dadurch nicht mit der Sulfidsilbermethode darstellen.

Wihrend Ty und Schiiler diese Methode zundchst vorwiegend zum
topochemischen Nachweis verschiedener Metalle nach experimenteller
Vergiftung mit Metallsalzen angewendet haben, sind spéter von Voiar
und Mitarb. bei Alkoholschwefelwasserstoff-Tixierung normaler tieri-
scher Gewebe in verschiedenen Organen Substanzen gefunden worden,
die eine Keimwirkung bei der physikalischen Entwicklung entfalten?.
Es war naheliegend, diese Substanzen, die nur nach Fixierung im
Schwefelwasserstoffmedium und mit der zum Metallsulfidnachweis ge-
brauchlichen Sulfidsilbermethode darstellbar waren, fiicr Metallsulfide

1 Bei der physikalischen Entwicklung handelt es sich um eine durch Liesgcane
in die histologische Technik eingefithrte Methode, die in ihrer Wirkungsweise zahl-
reiche Analogien zum photographischen Entwicklungsprozell aufweist. In beiden
Fallen wird der unter der Wirkung eines geeigneten Reduktionsmittels ablaufende
ReduktionsprozeB von Silberionen zu metallischem Silber durch gewisse Substrate
(Keime) lokal katalytisch beschleunigt. Die Wirkung der sog. Belichtungskeime
der photographischen Platte gleicht den bei der physikalischen Entwicklung histo-
logischer Schnitte wirksamen Keimen, die ihrer chemischen Zusammensetzung
nach jedoch noch nicht in jedem Falle bekannt sind.

(Literatur siche bei LiesEcane, TmmM, VoreT, STEGNER und FISCHER).
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zu halten. In der Prostata, den Langerhansschen Inseln und den
Panethschen Koérnerzellen des Diinndarms entsprachen diese Substanzen
in ihrer Lokalisation weitgehend den intravital oder am Schnitt mit
Dithizon darstellbaren Zinkvorkommen (STavprr). Der Beweis der Zink-
sulfidnatur dieser bei der physikalischen Entwicklung keimwirksamen
Stoffe ist durch Lésungsversuche gefithrt worden (Voicr).

Alle leichter als Silbersulfid 16slichen Metallsulfide setzen sich nach
dem Zusammenbringen mit dem Silbernitrat des physikalischen Ent-
wicklers in Silbersulfid um (STEeNER und Fiscuer). Das an der
Stelle der Metallsulfidablagerungen entstandene Silbersulfid wirkt bei
der physikalischen Entwicklung der Gewebsschnitte beschleunigend
auf die Reduktionsvorgéinge, so dafl in der unmittelbaren Umgebung
der Sulfidteilchen die Silberablagerungen selektiv und der allgemeinen
Schwiirzung des Priparates vorausgehend auftreten. Es 148t sich also
bei einem positiven Ausfall der Reaktion zundchst nicht sagen, um
welches Schwermetallsulfid es sich handelt. Weitere Versuche zur
Differenzierung der dem Versilberungseffekt zugrunde liegenden Schwer-
metallsulfide miissen unternommen werden.

Die fiir die Ortsrichtigkeit des Nachweises erwiinschte Schwerloslich-
keit der Sulfide wird bei dem Versuch ihrer Differenzierung durch
Lésungsversuche zum Nachteil. Selbst das verhiltnism#Big leicht 16s-
liche Zinksulfid 148t sich recht schwer vollstindig aus dem hydrophilen
Kolloid der Zellsubstanzen herauslisen, und solange Metallsulfide nur
in Spuren noch vorhanden sind, diirfte eine Silberanlagerung an diese
Keime bei der physikalischen Entwicklung nicht zu verhindern sein. Bei
den tibrigen Metallsulfiden sind allen Losungsversuchen durch die Emp-
findlichkeit der histologischen Gewebsschnitte in bezug auf Konzen-
tration des Losungsmittels und Behandlungstemperatur von vornherein
enge Grenzen gesetzt. Es erschien uns deshalb aussichtsreicher, die Be-
dingungen bereits bei der Fixierung der Gewebsstiicke im Schwefelwasser-
stoffmedium so zu wihlen, daB nur bestimmte Metalle oder Metall-
gruppen selektiv als Sulfide ausgefillt und damit versilberbar werden.
Darauf grindet sich die Trennung der Metalle in der analytischen
Chemie. Die Fillung der einzelnen Metallgruppen als Sulfide ist abhingig
vom pg-Wert der Liosung oder, auf die histologischen Verhiltnisse iiber-
tragen, vom py des Fixierungsmittels. REin ungefihres Bild vom obli-
gaten Milieu der Sulfidbildung verschiedener Metalle gibt Tabelle 1.
Die Tabelle liefert nur einen Anhalt. Fiir die praktische Anwendung muB
sie durch exakte Angaben der Siure- und Laugenkonzentration zur
Differenzierung der einzelnen Metallsulfide erginzt werden.

In den bis jetzt vorliegenden Mitteilungen itber Untersuchungen mit dem
Sulfidsilberverfahren sind besondere Einstellungen des py bei der Schwefelwasser-
stoff-Alkoholfixierung der Gewebsstiicke nur vereinzelt angegeben worden. Vorar
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weist darauf hin, dal durch die Fixierung im ammoniakalischen Milieu die Anzahl
der Keime bei der Sulfidsilbermethode vergroBert werden kann, da z. B. Eisensulfid
im alkalischen Milieu fallt. Voier, Bog und WoLr benutzten bei der Darstellung
von Nickel im Gewebe ammoniakalischen Schwefelwasserstoffalkohol zur Fixierung.
NETTE hat bei seinen histochemischen Untersuchungen tiber die Lokalisation von
Eisen in Leber und Niere mit der Sulfidsilbermethode lediglich von Fixierung in
H,S-Alkohol berichtet, ohne spezielle Angaben iiber den pgp-Wert. Die auf diese
Weise erzielten positiven Ergebnisse setzen eine leichte alkalische Reaktion des
Gewebes voraus, was in den meisten Féllen, von acidotischen Verdnderungen ab-
gesehen, gewihrleistet sein wird. Eine Sauerung des Gewebes wihrend der Fixie-
rung, die von ZEIGER und WERNER genauer untersucht worden ist, muB in Rechnung
gestellt werden. Sie spielt jedoch mehr bei der Formol- als bei der Alkoholfixierung
eine Rolle. )

Tabelle 1. Abhdngigkeit der Sulfidfillung einiger Metalle vom py der Lisung.

Salzsauer ‘ Essigsauer [ Ammoniakal. } NH,+Cyanid
| |
1. Hg + + -+ +
2. Bi -+ + + +
3. As + + ] 0
4, Cu -4 * B + 0
5. Pb +* + + +
6. Sb +* + 0 0
7. 8n A+ + 0 ¢
8.7Zn 0 -+ + 0
9. Fe 0 0 -+ [t
10. Ni 0 ¢ + )
11. Co 0 0 + 0
12. Mn U ] + 0

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daff die Metalle 1—7 in stérker mineralsaurer
Losung durch H,S fallbar sind. Hg, Bi und As fallen bei einer HCl-Konzentration
von 3% und daritber. Die mit einem * bezeichneten Metalle werden in einer Losung,
die bis zu etwa 1% HCI (etwa 0,2—0,3n) enthilt, als Sulfide gefallt. Die gleichen
Metalle und zusétzlich Zink fallen in essigsaurem Milieu. As, Sb und Sn gehen in
ammoniakalischer Losung als Thiosalze in Losung, wihrend die iibrigen als Sulfide
gefillt werden. In cyanidhaltigem Milieu werden diejenigen Metalle in Losung ge-
halten, die mit Cyanid starkere Komplexe bilden. Es fallen also nur Hg, Bi, Pb
und aufBlerdem noch Cd als Sulfide.

Bei der Umwandlung der Metalle in ihre Sulfidform im bisher
meistens verwendeten anndhernd neutralen H,S-Alkoholmilieu reagieren
die Metalle mit dem Schwefelwasserstoff, bevor stdrkere Diffusions-
strome im Gewebe wirksam werden koénnen, bevor also eine voéllige
Durchtrinkung des Gewebsstiickes mit dem Fixationsmittel erfolgt ist.
Der Schwefelwasserstoff dringt als geloste und teilweise in H*, HS'
und S"-Tonen dissoziierte Molekel in das Gewebe ein. Die Geschwindig-
keit des Eindringens hingt von der GréBe der Molekiile, von ihrer Form
und von ihrer Affinitdt zu im Gewebe vorhandenen Hindernissen ab
unter Betidtigung lockerer van der Waalsscher Kréfte, wie sie in gleicher
Weise z. B. bei der Adsorptionschromatographie eine Rolle spielen. Das-
selbe trifft natiirlich auch fiir die H* und OH'-Ionen bei der Anwendung
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saurer oder basischer Fixierungsmittel zu. H*- und OH’-Ionen dringen
mit groBer Wahrscheinlichkeit mit anndhernd gleichem Tempo wie der
geloste Schwefelwasserstoff in die Gewebe ein und jedenfalls schneller
als die groBeren Molekiile des zur Fixierung benutzten Athylalkohols.
Bei Fixierung in saurem oder alkalischem Milieu wird also bei der aufler-
ordentlich schnellen Wanderung der H*- und OH’'-Ionen, die den tibrigen
Substanzen des Fixierungsgemisches vorauseilen, das im Gewebe herr-
schende py durch die H*- und OH'-Tonen des Fixierungsmittels be-
stimmt und die Sulfidbildung damit in regulierbarer Weise beeinflulit.
Ein unbekanntes im Gewebe vorliegendes Metall miifte also, voraus-
gesetzt, dall es in seiner Sulfidform und rur in dieser versilberbar ist,
nur bei Fixierung in einem bestimmten pg-Bereich, der fiir seine Um-
wandlung in die Sulfidform obligat ist, durch physikalische Entwicklung
darstellbar sein. Wir haben diese Frage im Tierversuch tiberpruft.

Material und Methode

Experimentelle Vergiftungen mit Metallsalzen wurden durch sub-
cutane Verabfolgung wilriger Losungen von Kupfersulfat, Zinkacetat
und Bleiacetat an erwachsenen ménnlichen und weiblichen weiBlen Ratten
von etwa 250 g Gewicht durchgefithrt.

1. Kupfersulfatvergiftung. Die mit einer Weillbrot-Haferdiit erndhrten nnd
vorher nicht zu experimentellen Untersuchungen verwendeten Tiere erhielten an
5 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 30 mg Cu80, in waBriger Losung (10 mg/em?)
unter die Haut des Oberschenkels gespritzt. 5 Std nach der letzten auf 60 mg
erhohten Dosis wurden die Tiere durch Nackenschlag getotet und unmittelbar danach
sehr kleine Gewebsstiicke aus Leber, Niere, Pankreas, Diinndarm und Haut aus
dem Bereich der Injektionsstelle jeweils fixiert in
. H,S-gesittigtem 70 %igem Alkohol;

H,S-gesattigtem 0,1 n salzsaurem 70 %igem Alkohol;

. H,S-gesdttigtem 2n essigsaurem 70%igem Alkohol;

. H,S-gesattigtem 1/2n ammoniakalischem 70 %igem Alkohol;

. Cyanid- und schwefelwasserstoffhaltigem Alkohol

folgender Zusammensetzung: 70 ml 96 %igen Alkohol, 1,0 g NaCN p. a., 7,56 ml NH,
25%ig mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen, mehrere Minuten H,S unter dem Abzug
einleiten, Losung im Kiuhlschrank aufbewahren und bald verbrauchen.

Die auf der Bildung nicht durch H,S angreifbarer Komplexe beruhende Wir-
kung der cyanidhaltigen Losung erlaubt eine weitere Differenzierung der Metalle.
Die Dauer der Fixierung betrug 1—2 Std. Vor der Weiterbehandlung der Organ-
stiicke in der aufsteigenden Alkoholreihe und iiblichen Paraffineinbettung muf
der Schwefelwasserstoff durch ausgiebiges Waschen mit mehrmals gewechseltem,
in gleicher Weise zusammengesetztem, aber H,S-freiem Fixierungsmittel entfernt
werden, um eine nachtragliche Bildung von Sulfiden im anndhernd neutral reagie-
renden Alkohol der aufsteigenden Reihe zu verhindern. Die Gewebsstiicke werden
dann in iiblicher Weise iiber Alk. abs., Methylbenzoat-Celloidin und Benzol in
Paraffin eingebettet und etwa 5 u dicke Schnitte physikalisch entwickelt. Dabei
verwendeten wir den gebréuchlichen, auf eine Vorschrift von Ltrro-CRAMER zuriick-
gehenden Entwickler, der von VoieT modifiziert wurde und aus 5 cm® Gummi-
arab., 1em? 1,2 %iger Borséure, 1,2 em?® 2 %igen Hydrochinons und 0,3 cm?® 10 %igen

42%
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Silbernitrats besteht. Die Dauer der Entwicklung betrug etwa 10 min. Die auf
Deckglaschen relativ fest anhaftenden Schnitte werden nach der Entwicklung unter
flieBendem Wasser scharf abgespiilt, mit Kernechtrot gegengefarbt und in Kanada-
balsam eingedeckt.

2. Zinkacetatvergiftung, Dosierung: je 30 mg einer wafirigen Zinkacetatlosung
unter die Haut des Oberschenkels an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. Die letzte
Applikation auf 60 mg erhoht. Weiterbehandlung wie bei der Kupfersulfatver-
giftung.

3. Bleiacetatvergiftung. Dosierung: je 30 mg einer waBrigen Bleiacetatlosung:
unter die Haut des Oberschenkels an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. Die letzte
Applikation auf 60 mg erhoht. Weiterbehandlung wie bei der Kupfersulfatver-
giftung.

Die Erorterung toxikologischer Befunde, sowie die Fragestellung, in welcher
Weise anorganische Metallsalze im mesenchymalen Gewebe und in den Organen
verarbeitet werden, liegt aulerhalb unserer Untersuchungen. Wir beschranken uns
auf den Hinweis, daBl schwere Gleichgewichts- und Koordinationsstérungen sowie
Lihmungserscheinungen der Extremititen, besonders bei den mit Kupfersulfat
vergifteten Ratten auftraten, wihrend die zink- und bleivergifteten Tiere weniger
grobe Symptome aufwiesen. ‘

Histologische Befunde

1. Kuptersulfatvergittungen, o) Fizierung in H,S-gesdttigiem 70 % igem Alkohol:

Leber: Dichte feinkdrnige Silberablagerungen im Bereich der Leberzellbalken
vorwiegend in den zentralen Anteilen der Zellen. Die Sternzellen hochgradig ver-
groBert und mit schwarzen Kérnchen vollgestopft, die GefaB- und Capillarendo-
thelien kraftig imprégniert. Niere: Die Glomeruli frei, die Basalmembranen der
Tubuli schwarz imprégniert. Sehr feinkornige Silberablagerungen im Bereich der
Epithelien nahezn samtlicher Tubuli contorti und recti. Die Sammelrdhren frei
von Silberablagerungen, im dimnnen Teil der Henleschen Sechleife nur spirliche
Ablagerungen. In den Hauptstiicken braunschwarzgefdrbte, geschwollene, z. T. in
die Lichtung abgestoBene Tubulusepithelien. Zahlreiche mit Silberkornchen be-
ladene Phagocyten im Zwischengewebe. Pankreas: Braune Verfirbung und sehr
feine schwarze Kornelung der zentral gelegenen Inselzellen. Deutlich stirkere
dichte Granulierung der Randzellen in etwa einschichtiger Lage. Das exokrine
Parenchym bis auf einzelne Phagocyten im Zwischengewebe frei von Silberablage-
rungen. Dinnderm: Braun-schwarze Kornelung der Panethschen Kornerzellen.
Haut (Aus dem Bereich der Injektionsstelle); Kriftige, aus dicht beieinanderstehen-
den Kornchen bestehende Impragnierung des subcutanen Bindegewebes.

b) Fixierung in 1n solzsawrem H,S-gesittigtem Alkohol. Leber: Dichte schwarze
Kérmelung der Leberzellbalken, besonders in den zentralen Anteilen der Leber-
zellen. Kupffersche Sternzellen bis auf einzelne feine Kérnchen frei von Silber-
ablagerungen. Keine Imprignierung der GefiaBlendothelien. Zellgrenzen verwaschen.
Fiarbbarkeit mit Kernechtrot schlechter (Abb. 1a). Niere: Glomeruli frei von Silber-
ablagerungen. Keine Imprignierung der Basalmembranen. Feinkoérnige Ablage-
rungen im Bereich der Tubuli contorti und -recti, zum Teil in abgestofenen Tubulus-
epithelien. Pankreas und Dinndarm: Keinerlei Versilberung. Hout: Im Bereich
der Injektionsstelle kraftige Imprégnierung der subcutanen Bindegewebsfasern.

¢) Fixierung in essigsaurem H,S-gesdttigtem Alkohol. Leber: Kornige Ablage-
rungen in den zentralen Anteilen der Leberzellbalken, jedoch etwas schwicher
als in a) und b). Kupffersche Sternzellen bis auf einzelne feine Kdornchen frei von
Silberablagerungen. Keine Imprignierung der GefiBendothelien. Niere: Wie bei b),
jedoch etwas schwicher. Pankreas: Braune Verfirbung und sehr feine schwarze
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Kornelung der zentral gelegenen Inselzellen. Deutlich stiarkere dichte braun-
schwarze Granulierung der Randzellen. Leichte briaunliche Tingierung des exo-
krinen Anteils, hier jedoch keine kérnigen Silberablagerungen. Dinndarm: Relativ
grobe braun-schwarze Kérnelung der Panethschen Kornerzellen. Haut: Deutliche
Imprignierung des subcutanen Bindegewebes im Bereich der Injektionsstelle.

Abb. 1a u. b. Rattenleber, Kupfersulfatvergiftung nach Fixierung in 0,1 n salzsaurem H,3-
gesattigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung. (N#heres siehe Fulnote S. 608.) Kernecht-
rot. Feinkornige Versilberung der Leberzellen an den Stellen der Xupferablagerungen.
Vergr. 300:1; b Rattenleber, Kupfersulfatvergiftung. Vergleichsschnitt nach Fixierung in
cyanidhaltigem, ammoniakalischem, H,S-gesattigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung.
{Naheres sieche FuBnote S. 608). Kernechtrot. Ausbleiben des Versilberungseffektes.
Vergr. 300:1

d) Fizierung tn cyanid- und schwefelwassersioffhaltigem Alkohol. In simtlichen
untersuchten Organen keine Versilberung (Abb. 1b).

2. Zinkacetatvergiftungen, a) Fizierung in H,S-gesdttigtem Alkohol.

Leber: Sparliche schwarze Kornelung in den Leberzellen der zentralen Lappchen-
anteile in der Umgebung der Zentralvenen. Niere: Feine Kornelung in den lumen-
warts gelegenen Anteilen der Epithelien der Haupt- und Schaltstiicke mit saum-
artiger schwarzer Begrenzung der Kanilchenlichtung. Kérnchen stellenweise frei
im Lumen. Keine Versilberung im Bereich der Glomeruli. Pankreas: Braunliche
Tingierung des exokrinen Anteils. Braunliche Verfarbung und feine Koérnelung
der zentral gelegenen Zellen der Langerhansschen Inseln. Dichte schwarzbraune
Kéornelung der Randzellen. Diinndarm: Dichte schwarzbraune Kornchen in den
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Panethschen Kornerzellen. Haut: Schwarze Impragnierung der Bindegewebs-
fasern im Bereich der Injektionsstelle.

b) Fixierung in 0,In salzsaurem H,S-gesdittigtem Alkohol: Sdmiliche Organe
fret von Versilberung (Abb.2b u. 3b).

¢) Fizierung in 2n essigsaurem H,S-gesdittigtem Alkohol. Leber: Feine schwarze
Kérnelung in den zentralen Anteilen der Leberzellen, nur auf die den Zentral-

[

.,
£ R L]

Abb. 2a u. b. a Rattendiinndarm, Zinkacetatvergiftung nach Fixierung in 2 n essigsaurem

H,S-gesittigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung. (N&heres siehe FuBnote S. 608.)

Echtrot. Kornige Silberablagerungen in den Panethschen Zellen im Bereich der auch

unter physiologischen Bedingungen nachweisbaren Zinkablagerungen. Vergr. 560:1;

b Rattendiinndarm, Zinkacetatvergiftung. Vergleichsschnitt nach Fixierung in 0,1 n

salzsaurem H,S-gesdttigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung. (N#éheres siehe FuBnote
S. 608.) Kernechtrot. Ausbleiben des Versilberungseffektes. Vergr. 560:1

venen benachbarten Zellen beschrankt. Niere: Feine Kornelung in den lnmenwérts
gelegenen Anteilen der Haupt- und Schaltstiicke. Glomeruli frei von Versilberung.
Pankreas: In den Langerhansschen Inseln Braunfirbung und feine Kérnelung der
zentral gelegenen Zellen. Dichtere schwérzliche Kornelung der Randzellen. Braun-
liche Tingierung des exokrinen Parenchyms. Diinndarm: Kornige Versilberung der
Panethschen Kornerzellen (Abb. 2a). Haut: Schwarze Imprégnierung der Binde-
gewebsfasern im Bereich der Subcutis (Abb. 3a).

d) Fizierung in ammoniakalischem H,S-gesdittigtem Alkohol. Leber: Vereinzelte
kornige Ablagerungen in den Leberzellen der zentralen Léppchenanteile. Niere:
spérliche feine Kornelung der Tubulusepithelien und einzelner im Zwischengewebe
gelegenen Zellen. Pankreas: Braune Tingierung und einzelne kérnige Ablagerungen



Das, Sulfidsilberverfahren zum topochemischen Schwermetallnachweis 615

im exokrinen Gewebe. In den Langerhansschen Inseln Braunfirbung und feine
schwarze Kérnelung der zentral gelegenen Zellen, dichtere schwirzliche Kornelung
der Randzellen. Diinndarm: Kémige Versilberung der Panethschen Zellen. Haut:
Im Bereich der Injektionsstelle dichte Imprignierung der subcutanen Bindegewebs-
fasern.

Abb. 3a u. b. a Ratte, Haut aus dem Bereich des Oberschenkels nach subcutaner Injektion
einer wéafrigen Zinkacetatlosung. Fixierung in 2 n essigsaurem H,S-geséttigtem Alkohol.
Physikalische Entwicklung. (Néaheres siehe FufBnote S.608.) Kernechtrot. Dichte fein-
kornige Versilberung in der Subcutis im Bereich der Zinkablagerungen. Vergr. 60:1;
b Ratte, Haut aus dem Bereich des Oberschenkels nach subcutaner Injektion einer
whfrigen Zinkacetatlosung. Vergleichsschnitt nach Fixierung in 0,1 n salzsaurem H,S-
gesittigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung. (Naheres siehe FuBinote 8. 608.) Kern-
echtrot. Awushleiben des Versilberungseffektes. Vergr. 60:1

e) Fizierung in cyanid- und schwefelwasserstoffhaltigem Alkohol. Leber Niere,
Pankreas und Diinndarm zeigen keine Versilberungseffekte.

Haut: Schwarze Imprégnierung der subcutanen Bindegewebsfasern. Der Zink-
itberschuf} im Injektionsgebiet war gegenitber der Cyanidkonzentration zu hoch,
so daB die Sulfidbildung und damit ein positiver Versilberungseffekt nicht restlos
unterdriickt werden konnte.

3. Bleiacetatvergiffung. Bei der Bleiacetatvergiftung waren die Organbefunde
offenbar infolge ungeniigender Resorption spérlich und nicht mit Sicherheit zu
verwerten. Die physikalische Entwicklung der Hautstlicke aus dem Bereich der
Injektionsstelle ergab in allen Fillen ein positives Ergebnis.
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Besprechung

Die Versuche mit Zink- Blei und Kupfer erlauben mit einigem Vor-
behalt den SchluB}, daB sich durch Variation der pgy-Werte der schwefel-
wasserstoffhaltigen Fixierungsmittel die Umwandlung verschiedener im
Gewebe vorliegender Schwermetalle in ihre Sulfidform und damit ihre
Darstellung durch physikalische Entwicklung in steuerbarer Weise be-
einflussen 1d8t. In Anlehnung an die in der analytischen Chemie ge-
briuchlichen Trennungsmethoden der Metallsulfide ist auch bei histo-
chemischen Untersuchungen derjenige fiir die einzelnen Metalle bekannte
pg-Bereich zu wihlen, in welchem die Metalle annshernd quantitativ
in ihre Sulfidform umgewandelt werden. Bleisulfid fillt z. B. in 0,1 bis
0,3n salzsaurem Milieu quantitativ, mit steigender Sdurekonzentration
zunehmend schwicher. In 1n salzsaurem H,S-geséttigtem Alkohol war
eine Umwandlung in die Sulfidform und damit Versilberbarkeit nicht
mehr moglich.

Die Sulfidsilbermethode ist keine quantitative Nachweismethode.
Darauf ist von verschiedenen Untersuchern mehrfach hingewiesen wor-
den. Aus der GriBe und Gestalt der entwickelten Silberktrnchen kann
nicht auf die Menge der vorliegenden Metalle geschlossen werden.
Lieszaane hat wiederholt darauf hingewiesen, da3 die GroBe der er-
zeugten Silberkristalle unabhingig von den Dimensionen der Keime ist.
Die pg-Abhéngigkeit der Sulfidfdllung stellt einen weiteren Ungenauig-
keitsfaktor dar. Bezliglich der Ortsrichtigkeit des Nachweises sind wir
der Ansicht, daB grobe Anderungen in der Lagerung der Schwermetall-
niederschlige durch die sauren und alkalischen schwefelwasserstoff-
haltigen Fixierungsgemische nicht eintreten. Die Schidigung der Ge-
websstrukturen ist unseren Beobachtungen nach geringer als bei Lo-
sungsversuchen an den schon ausgebildeten Sulfidkristallen. Vorausge-
setzt, daf ein Metall nicht im Gemisch mit anderen physikalisch ent-
wickelbaren Metallverbindungen vorliegt, kann bereits bei Benutzung
der von uns verwendeten 4 in der aktuellen Reaktion verschiedenen
Fixierungsmittel je nach dem positiven oder negativen Ausfall bei der
physikalischen Entwicklung in begrenztem Umfange eine Zuordnung
des Metalls zu einer bestimmten Metallgruppe durchgefithrt werden.

Die Langerhansschen Inseln und die Panethschen Kornerzellen ver-
schiedener Tierspecies waren in allen Versuchsreihen in ammoniakali-
schem und essigsaurem Milieu darstellbar, nicht jedoch im salzsauren
und cyanidhaltigen. Darin kann man eine Bestitigung der Zinksulfid-
natur der dabei wirksamen Keime sehen. Eisen- und Nickelsalze, welche
naturgemif gleiche py-Bedingungen zur Umwandlung in die Sulfidform
bendtigen, lassen sich durch andere histochemische Methoden ausschlie-
Ben. Auch die Intensitdt der Schwéirzung mit Bevorzugung der Rand-
zellen der Langerhansschen Inseln des Rattenpankreas entspricht den
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Ergebnissen des mit Dithizon durchgefiihrten Zinknachweises (STaMPFL,
Worrr). Bei der Ratte erwiesen sich im Gegensatz zu anderen Tier-
species die Zinkkonzentrationen in den peripher gelegenen A-Zellen hoher
als in den B-Zellen (STamPFL, WoLFF, RINGLEB). Da auch die Dithizon-
methoden keinen exakten quantitativen wie unter Umsténden auch
qualitativen Nachweis erlauben — es handelt sich bekanntlich um Farb-
reaktionen, die bei der Winzigkeit der nachzuweisenden Mengen und
durch mogliche Interferenzerscheinungen nicht immer sicher zu be-
urteilen sind — diirfte die Zinkdarstellung durch physikalische Ent-
wicklung eine wertvolle Ergdnzung dieser Methoden sein. MAGER und
Mc¢Nary haben zwar durch komplexe Bindung der konkurrierenden
Metalle den histochemischen Zinknachweis mit Dithizon spezifisch
machen kénnen, aber ungentigende Ortsrichtigkeit durch die Notwendig-
keit der Untersuchung mindestens 10—15 u dicker unfixierter Gewebs-
schnitte und recht erhebliche Diffusionserscheinungen mindern den
Wert der Methode fiir exakte zelltopochemische Untersuchungen. Fehler-
moglichkeiten, welche die mit dem Sulfidsilberverfahren gewonnenen
Resultate beeinflussen, sind schlieBlich in einer priméren Keimwirkung
chemisch nicht in jedem Falle klassifizierter Stoffe begriindet, die bereits
ohne H,S8-Einwirkung ihre katalytische Wirkung auf den Reduktions-
prozeB der Entwicklerlgsung entfalten — sog. Primérkeime. VorieT hat
in umfassenden Untersuchungen normaler und pathologisch veréinderter
Organe bei reiner Alkoholfixierung nur in vereinzelten Fillen derartige
Substanzen gefunden. Ihre Kenntnis bildet eine Voraussetzung bei allen
mit dem Sulfidsilberverfahren angestellten Untersuchungen. Gleich-
laufende vergleichende Untersuchungen alkoholfixierter Organe mit der
physikalischen Entwicklung sind beim histotopochemischen Schwer-
metallnachweis mit der Sulfidsilbermethode unbedingt notwendig.

Zusammenfassung

Ratten wurden mit Zink-, Kupfer- und Bleisalzen vergiftet und
Organstiicke in schwefelwasserstofigesiittigtem Alkohol bei verschie-
denem py fixiert. Die Abhéngigkeit der Sulfidfillung der einzelnen
Metalle vom py der Fixierungslosung und damit die Moglichkeit einer
selektiven Versilberung der einzelnen Metallsulfide im histologischen
Schnitt lief sich demonstrieren. Beim histotopochemischen Schwer-
metallnachweis mit dem Sulfidsilberverfahren 146t sich durch Variation
der py-Werte der Fixierungslosung in begrenztem Umifange eine Diffe-
renzierung der Metalle durchfiihren.
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