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Das yon TIM~ angegebene Sulfidsilberverfahren hat  sich filr den 
histotopochcmischen Nachweis zahlreicher Schwermetalle durch seine 
einfache technische Handhabung und ~usgezeichnete Lokalisierbarkeit 
der nachzuweisenden Substanzen als besonders wertvoU erwiesen. Ex- 
perimentell dem Organismus zugdilhrte l~etalle, sowie zahlreiche im 
Gewebe vorhandene Spurenmetalle werden durch die Einwirkung des 
Schwefelwasserstoffes bei der Fixierung in die Sulfidform ilberfilhrt, 
obwohl sie im lebenden Gewebe sicherlich nicht als freie Ionen vor- 
liegen, sondern wohl immer in organischer Bindung. 

Ohne Zweifel entziehen sich eine groBe Anzahl gerade der biogenen 
1Ket~llverbindungen (s. GEDIC~K und PIoc~) durch besonders starke kom- 
plexe Bindung der Einwirkung des Schwefelwasserstoffes und lassen sich 
dadurch nicht mit  der Sulfidsilbermethode darstellen. 

W/~hrend TIMM und Schiller diese Methode zun~chst vorwiegend zum 
topochemischen Naehweis verschiedener l~etalle nach experimenteller 
Vergiftung mit  Metallsalzen angewendet h~ben, sind sp/~ter yon VoIGT 
und l~itarb, bei Alkoholschwefelwasserstotf-Fixierung normaler tieri- 
scher Gewebe in verschiedenen Organen Substanzen gefunden worden, 
die eine Keimwirkung bei der physikalischen Entwicklung entfalten 1. 
Es war naheliegend, diese Substanzen, die nur nach Fixierung im 
Schwefelwasserstoffmedium nnd mit  der zum 1Ketallsulfidnachweis ge- 
br~uehlichen Sulfidsilbermethode darstellbar waren, filr l~etallsulfide 

1 Bei der physikalisehen Entwicklung handelt es sich um eine durch LI~,SEGA~G 
in die histologische Technik eingefiihrte Methode, die in ihrer Wirkungsweise zahl- 
reiche An~logien zum photographischen EntwicklungsprozeB aufweist. In beiden 
F/~llen wird der unter der Wirkung eines geeigneten Reduktionsmittels ablaufende 
ReduktionsprozeB yon Silberionen zu metallischem Sflber durch gewisse Substrate 
(Keime) lokal katalytisch besehleunigt. Die Wirkung der sog. Belichtungskeime 
der photographischen Platte gleicht den bei der 1ohysikalischen Entwicklung histo- 
logischer Schnitte wirksamen Keimen, die ihrer chemischen Zusammensetzung 
nach jedoeh noch nicht in jedem Falle bekannt sind. 

(Literatur siehe bei LIESEGANG, TIMM, VOIGT, STEGlqER und I~Se~ER). 
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zu halten. In der Prostata, den Langerhansschen Inseln und den 
Panethschen K6rnerzellen des Dfinndarms entsprachen diese Substanzen 
in ihrer Lokalisation weitgehend den intravital oder am Schnitt mit 
Dithizon darste]Ibarep Zinkvorkommen (STAM]~FL). Der Beweis der Zink- 
sulfidnatur dieser bei der physikalischen Entwiek]ung keimwirksamen 
Stoffe ist durch L6sungsversuehe gefiihrt worden (VoIGT). 

AlIe leichter als Silbersulfid 15slichen Metallsulfide setzen sich naeh 
dem Zusammenbringen mit  dem Silbernitrat des physikalisehen Ent-  
wieklers in Silbersulfid um (ST~GZ;E~ und FISCHER). Das an der 
Stelle der Metallsulfidablagerungen entstandene Silbersulfid wirkt bei 
der physikalisehen Entwicklung der Gewebssehnitte besehleunigend 
auf die Reduktionsvorggnge, so dab in der unmittelbaren Umgebung 
tier Sulfidteilehen die Silberablagerungen selektiv und der allgemeinen 
Sehw/irzung des Pr~ioarates vorausgehend auftreten. Es 1/~ftt sieh also 
bei einem positiven Ausfall der l%eaktion zun~chst nieht sagen, um 
welches Schwerme~allsulfid es sieh handelt. Weitere Versuehe zur 
Differenzierung der dem Versilberungseffekt zugrunde liegenden Schwer- 
metaIlsulfide mfissen unternolnmen werden. 

Die fiir die Ortsrichtigkeit des Naehweises erwiinsehte SchwerlSslich- 
keit der Sulfide wird bei dem Versueh ihrer Differenzierung dureh 
LSsungsversuohe zum Naehteil. Selbst das verhaltnism/~f~ig leicht 15s- 
liehe Zinksulfid l/~Bt sieh recht sehwer vollsts aus dem hydrophilen 
Kolloid der Zellsubstanzen herauslSsen, und solange Met~llsulfide nur 
in Spuren noeh vorhanden sind, dfirfte eine Silberanlagerung an diese 
Keime bei der physikalisehen Entwieklung nieht zu verhindern sein. ]~ei 
den iibrigen l~Ietallsulfiden sind allen L6sungsversuchen dutch die Emp- 
findliehkeit der histologisehen Gewebsschnitte in bezug auf Konzen- 
trat ion des LSsungsmittels und Behandlungstemperatur yon vornherein 
enge Grenzen gesetzt. Es ersehien uns deshalb aussichtsreieher, die Be- 
dingungen bereits bei der Fixierung der Gewebsstiieke im Sehwefelwasser- 
stoffmedium so zu w/~hlen, dab nur bestimmte Metalle oder Metall- 
gruppen selektiv als Sulfide ausgef~llt und damit  versilberbar werden. 
Darauf grfindet sieh die Trennung der Metalle in der analytisehen 
Chemie. Die F/~llung der einzelnen Metallgruppen als Sulfide ist abh~ngig 
vom pH-Wert der LSsung oder, auf die histologisehen Verhgltnisse fiber- 
tragen, vom loll des Fixierungsmittels. Ein ungef~hres Bild veto obli- 
gaten Milieu der Sulfidbildung versehiedener Metalle gibt Tabelle 1. 
Die Tabelle liefert nur einen Anhalt. Fiir die praktisehe Anwendung muB 
sie dureh exakte Angaben der S/~ure- nnd Laugenkonzentration zur 
Differenzierung der einzelnen l~ietallsulfide erg/inzt werden. 

In den bis jetzt vorliegenden Mitteilungen iiber Untersuchungen mit dem 
Sulfidsilberverfahren sind besondere Einstellungen des ]?H bei der Schwefelwasser- 
stoff-Alkoholfixierung der Gewebsstiicke nut vereinzelt angegeben worden. VoIG~r 
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weist darauf hin, dab durch die Fixierung im ammoniakalischen Milieu die Anzahl 
der Keime bei der Sulfidsilbermethode vergrS$ert werden kann, da z. B. Eisensulfid 
im alkalisehen Milieu f~llt. VomT, BoG und WOLF benutzten bei der Darstellung 
yon Nickel im Gewebe ammoniakalisehen Sehwefelwasserstoffalkohol zur Fixierung. 
2q~.TTE hat bei seinen histochemisehen Untersuehungen fiber die Lokalisation yon 
Eisen in Leber und Niere mit der Sulfidsilbermethode lediglich yon Fixierung in 
I-I~S-Alkohol berichtet, ohne spezielle Angaben fiber den lo~-Wert. Die auf diese 
Weise erzielten positiven Ergebnisse setzen eine leichte alkalisehe Reaktion des 
Gewebes voraus, was in den meisten F~llen, yon acidotisehen Ver~nderungen ab- 
gesehen, gew~Lhrleistet sein wird. Eine S~uerung des Gewebes w~thrend der Fixie- 
rung, die "con ZEmEI~ und W~R~c~R genauer untersucht worden ist, mu8 in l~echnung 
gestellt werden. Sie spielt jedoeh mehr bei der Formol- als bei der Alkoholfixierung 
eine l~olle. 

Tabelle l. Abhiingigkeit der Sul/id/(illung einiger Metalle vom p~ der L6sung. 

Salzsauer Essigsauer Ammoniakal.  NI-I~ + Cyazlid 

1. Hg 
2. Bi 
3. As 
4. Cu 
5. Pb 
6. Sb 
7. Sn 
8. Zn 
9. Fe 

10. Ni 
11. Co 
12. Mn 

+ 
+ 
+ 
+*  
+*  
+*  
§  
0 
O 
0 
r 
r 

§ 
+ 
§ 
+ 
-7- 
+ 

+ 
0 
0 
0 
0 

§ 
+ 
0 
§ 
+ 
0 
0 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
0 
0 
+ 
0 
r 
r 

O 
r 
0 

Aus der Tabelle ist ersiehtlich, da$ die Metalle 1--7 in starker mineralsaurer 
LSsung dutch H~S fallbar sin& Hg, Bi und As fallen bei einer HC1-Konzentration 
yon 3% und dariiber. Die mit einem * bezeichneten Metalle werden in einer LSsung, 
die bis zu etwa 1% I-IC1 (etwa 0,2--0,3n) enthalt, als Sulfide gef/~llt. Die gleiehen 
Metalle und zus~tzlich Zink fallen in essigsaurem Milieu. As, Sb und Sn gehen in 
ammoniakafischer LSsung als Thiosalze in LSsung, w~hrend die fibrigen als Sulfide 
gefallt werden. In cyanidhaltigem Milieu werden diejenigen Metalle in LSsung ge- 
halten, die mit Cyanid st/~rkere Komplexe bilden. Es fallen also nut Hg, Bi, Pb 
und auSerdem noch Cd als Sulfide. 

Bei der U m w a n d l u n g  der ~ e t a l l e  in ihre Sulfidform im bisher 
meistens verwendeten  ann/~hernd neu t ra len  H~S-Alkoholmilieu reagieren 
die Keta l le  mi t  dem Schwefelwasserstoff, bevbr st/~rkere Diffusions- 
strSme im Gewebe wirksam werden kSnnen,  bevor also eine vSllige 
Durchtr/~nkung des Gewebssttickes mi t  dem Fixa t ionsmi t t e l  erfolgt ist. 
Der Schwefelwasserstoff d r ing t  als gelSste u n d  teilweise in H +, HS '  
und  S" - Ionen  dissoziierte Molekel in  das Gewebe ein. Die Geschwindig- 
keit  des Eindr ingens  hang t  yon  der GrSSe der Molekiile, yon  ihrer Fo rm 
und  yon  ihrer Affini tat  zu im Gewebe vorharrdenen Hindernissen  ab 
un te r  Bet~t igung lockerer van  der Waalsscher Kr/~fte, wie sie in  gleicher 
Weise z. B. bei der Adsorpt ionschromatographie  eine 1~olle spielen. Das- 
selbe trifft  natfir l ich auch ffir die I-I + u n d  OH ' - Ionen  bei der Anwendung  
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saurer  oder  basischer  F ix i e r tmgsmi t t e l  zu. H +- und  O I t ' - I o n e n  dr ingen  
mi t  groger  Wahrsehe in l i ehke i t  m i t  ann/~hernd gle iehem Tempo wie de r  
gel6ste Sehwefelwasserstoff  in die Gewebe ein nnd  jedenfal ls  schneller  
Ms die grSl3eren Molekfile des zur F ix i e rung  benn t z t en  Athy la lkohols .  
Bei  l~ixierung in saurem oder  a lka l i sehem Milieu wird  also bei  de r  auBer- 
ordent l ieh  sehnellen W a n d e r u n g  der  I-I +- nnd  OH' - Ionen ,  die den t ibrigen 
Subs tanzen  des F ix ie rungsgemisehes  vorausei len,  das  im Gewebe herr-  
schende p g  dureh  die I-I +- und  O t I ' - I o n e n  des F ix ie rnngsmi t t e l s  be- 
s t i m m t  und  die Sulf idbi ldung d a m i t  in regul ie rbarer  Weise  beeinfluBt.  
E in  unbekann te s  im Gewebe vor l iegendes  Metal l  miil3te also, voraus-  
gesetzt ,  dab  es in seiner  Sulf idform und  nnr  in dieser  ve rs i lbe rbar  ist ,  
nu t  bei  t~ixierung in e inem bes t immten  lott-l~ereieh, de r  i i i r  seine Um-  
wand lung  in die Sulf idform obl iga t  ist,  du t ch  phys ika l i sehe  En twiek lung  
da r s t e l lba r  sein. W i t  haben  diese F rage  im Tierversueh i iberpr i i f t .  

~aterial und Nethode 

Exper imen te l l e  Vergi f tungen m i t  Metal lsMzen wurden  du tch  sub- 
cutane  Verabfo]gung wiiBriger LSsungen  yon  ](ulofersulfat  , Z inka c e t a t  
und  Ble iaee ta t  an  e rwachsenen  m~nnl ichen  und  weibl ichen weil3en l~a t ten  
yon  e twa 250 g Gewieht  durehgeff ihr t .  

1. Nupiersulfatvergiftung. Die mit siner Weigbrot-tIaferdi~t ern~hrten und 
vorher nieht zu experimentellen Un~ersuchungen verwendeten Tiere erhielten an 
5 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 30 mg CuSO 4 in w~griger LSsung (10 mg/cm a) 
unter die Haut des Obersehenkels gespritzt.. 5 Std nach der letzgen auf' 60 mg 
erhShten Dosis wurdsn die Tiere dureh Nackenschlag get6tet und nnmittelbar danaeh 
sehr kleine Gewebsstiieke aus Leber, Niere, Pankreas, Diinndarm and tIant  ans 
dem Bereich der Injektionsstelle jeweils fixiert in 

1. H2S-ges~ittigtem 70%igem Alkohol; 
2. tt2S-ges~ttigtem 0,I n salzsaurem 70%igem Alkohol; 
3. tI2S-ges~tgtigtem 2n essigsaurem 70%igem Alkohol; 
4:. I-I2S-ges/~ttigtem 1/2n ammoniakalischem 70%igem Alkohol; 
5. Cyanid- und sehwefelwassers~offhaltigem Alkohol 

folgender Zusammensetzung: 70 m196 %igen Alkohol, 1,0 g NaCN p. a., 7,5 ml NIt  3 
25 %ig mi~ Aqua dest. auf 100 ml anfffdlen, mehrere 2~iinuten tI~S unter dem Abzug 
einlei~en, LSsung im Kiihlsehrank aufbewahren und bald verbrauchen. 

I)ie auf der Bildung nicht dnrch I-I2S angreifbarer Komplexe beruhende Wir- 
kung der eyanidhMtigsn LSsung erl~ubt sine weitere I)ifferenzierung der iMetalle. 
Die I)ausr der ~'ixierung betrug 1--2 Std. Vor der Weiterbehandlung der Organ- 
stiieke in der aufsteigenden Alkoholreihe und iibliehen ParMfineinbettung mug 
der Sehwefelwasserstoff dnrch ausgiebiges Waschen mit mehrmals geweehseltem, 
in gleicher Weise znsammengesetztem, aber tI2S-lreiem Fixierungsmittel entfernt 
werden, um eine nachtr~gliehe ]~ildung von Sulfiden im ann~hernd neutral reagis- 
renden Alkohol der aufsteigenden Reihe zu verhindern. Die Gewebsstiieke werden 
dann in iiblieher Weiss fiber Alk. abs., Nethylbenzoat-Celloidin und Benzol in 
Paraffin eingebettet nnd etwa 5 # dicke Schnit~e physikaliseh entwiekelt. I)abei 
verwendeten wir den gebr/~uehliehen, auf eine Vorsehrift yon LiiPPo-CuAME~ zuriick- 
gehenden Entwickler, der yon VOmT modifiziert wurde nnd aus 5 cm a Gummi- 
arab., 1 em a 1,2%iger Bors/iure, 1,2 cm s 2%igen ttydroehinons und 0,3 cm s 10%igen 

42* 



612 H.-E. STEGNE~ undW. FISCHER: 

Sflbernitrats besteht. Die Dauer der Entwicklung betrug etwa 10 mira Die auf 
Deckgl~schen relativ fest anhaftenden Schnitte werden nach der Entwicklung unter 
fliel~endem Wasser scharf abgespiilt, mit Kernechtrot gegengefgrb$ und in Kanada- 
b~ls~m eingedeckt. 

2. Zinkaeetatvergiftung. Dosierung: je 30 mg einer wgSrigen ZinkacetatlSsung 
unter die I-Iaut des Oberschenkels an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. Die letzte 
Applikation auf 60 mg erhSht. Weiterbehandlung wie bei der Xupfersulfatver- 
giftung. 

3. Bleiaeetatvergfftung0 Dosierung: je 30rag einer w~tl3rigen BleiacetatlSsung: 
unter die Haut des Oberschenkels an 5 aufeinanderfolgenden Tagen. Die letzte 
Applikation auf 60 mg erhSht. Weiterbehandlung wie bet der Kupfersulfatver- 
giftung. 

Die ErSrterung toxikologischer Befunde, sowie die Fragestellung, in welcher 
Weise anorganische Met~llsalze im mesenchymalen Gewebe und in den Organen 
verarbei~et werden, lieg~ auSerh~lb unserer Untersuchungen. Wit beschr~nken uns 
auf den Hinweis, dal3 sehwere Gleichgewichts- und KoordinationsstSrungen sowie 
L~hmungserscheinungen der Extremit~ten, besonders bei den mit Kupfersulfa~ 
vergifteten Rutten auf~raten, w~hrend die zink- und bleivergifteten Tiere weniger 
grobe Symptome aufwiesem 

ttistologische Befunde 
1. KupfersulfatvergiRungen. a) Fixier~ng in H2S-ge~ttigtem 70 % igem All~ohol : 
Leber: Dichte feinkSrnige Silberablagerungen im Bereich der Leberzellbalken 

vorwiegend in den zentralen Anteilen der Zellen. Die Sternzellen hochgradig ver- 
grSl3er~ und mit schw~rzen KSrnchen vollgestopft, die Gefgft- und Cgpillarendo- 
thelien kr~tftig impr~gnier~. Niere: Die Glomeruli frei, die B~s~lmembranen der 
Tubuli schwarz impr~gnierb. Sehr feinkbrnige Silberablagerungen im Bereich der 
Epithelien nahezu s~mtlicher Tubuli contorti und recti. Die SammelrShren frei 
Yon Silborabl~geruugen, im di~nuen TeiI der IIenleschen Schleife nur spgrliche 
Ablagerungen. In den Hauptstiicken braunsohwarzgef~rbte, geschwollene, z. T. in 
die Lichtung ~bgesto~ene Tubulusepithelien. Z~hlreiohe mit SilberkSrnchen be- 
ladene Phagocyten im Zwischengewebe. Pan]creas: Br~une Veff~rbung und sehr 
feine schwarze Kbrnelung der zentral gelegenen Inselzellen. Deutlich starkere 
dichte Gr~nulierung der Randzellen in e~w~ einschichtiger L~ge. D~s exokrine 
P~renchym bis auf einzelne Phugocy~en im Zwischengewebe frei yon Silber~blage- 
rungen. Di~nndcrm: Braun-schwarze Kbrnelung der P~nethschen Kbrnerzelten. 
Haut (Aus dem Bereich der Injektionsste]le) ; Kr~ftige, aus dicht beieinanderstehen- 
den KSrnchen bestehende Impr~gnierung des subcu~anen Bindegewebes. 

b) _~ixierung in In  salzsaurem H~S-gesSttigtem Alkohol. Leber: Dich~e schw~rze 
K6rnelung der Leberzellb~lken, besonders in den zentralen An?~eilen der Leber- 
zellen. Kupffersche S~ernzellen bis auf einzelne feine K6rnchen frei yon Silber- 
ablagerungen. Keine Impri~gnierung der Gef~l~endothelien. Zellgrenzen verwaschen. 
F~rbb~rkeit mi~ KenCech~rot schlechter (Abb. 1 a). Niere: Glomeruli ffei yon Silber- 
ablagerungen. Keine ~[mpragnierung der Basalmembranen. :Feink6rnige Ablage- 
rungen im Bereich der Tubuli contorti und -recti, zum Tell in ~bgestol3enen Tubulus- 
epithelien. Pankreas und Di~nndarm: Keinerlei Versilberung. Haut: Im Bereich 
der Injek~ionsstelle kr~tige Impr~gnierung der subcutanen Bindegewebsfasern. 

c) Fixierung in essigsaurem H~S-gesSttigtem Alkohol. Leber: K6rnige Ablage- 
rungen in den zentralen Anteilen der Leberzellb~lken, jedoch e~was schw~cher 
als in a) und b). Kupffersche S~ernzellen bis ~uf elnzelne feine K6rnchen frei yon 
Silberablugerungen. Keine Impragnierung der Gef~13endothelien. Niere: Wie bei b), 
jedoch e~was schw~cher. Panl~reas: Braune Veff~rbung und sehr feine schwarze 



Das Sulfidsilberverfahren zum topochemisehen Schwermetallnachweis 613 

KSrnelung der zentral gelegenen Inselzellen. Deutlich sti~rkere diehte braun- 
sehwarze Granulierung der Randzellen. Leiehte br~Lunliche Tingierung des exo- 
krinen Anteils, hier jedoch keine k5rnigen Silberablagerungen. Di~nndarm: Relativ 
grebe braun-sehwarze KOrne]ung der Panethsehen KOrnerze]len. Haut: Deutliehe 
Impr~gnierung des subeutanen Bindegewebes im Bereich der Injektionsstelle. 

Abb. la  u. b. l~attenleber, Kupfersulfatvergiftung nach Fixierung in 0,1 n sa]zsaurem H~S- 
geshttigtem AlkohoL Physikalische Entwicklung. (Nhheres siehe Fullnote S. 608.) KerI~echt- 
rot. FeinkSrnig'e Versilberung der Leberzellen an den Stellen der Xupferablagernngen. 
Vergr. 300 : 1; b Rattenleber, Kupfersulfs~tvergiftung. Vergleichssehnitt nach FixieruRg in 
eyanidhaltig'em, ammoniakalischem, H2S-ges~ttigtem Atkohol. Physikalische Entwieklung. 

(N~heres siehe Fui~ilote S. 608). Kerneehtrot. Ausbleiben des Versilberungseffektes. 
Vergr. 300 : 1 

d) Fixierung in cyanid- und schwe#lwassersto/]haltigem Alkohol. In  s~mtlichen 
untersuehten Organen keine Versilberung (Abb. lb).  

2. Zinkaeetatvergiftungen. a) Fixierung in H2S-gesiittigtem AlkohoL 
Leber: Sp~rliche schwarze KSrnelung in den Leberzellen der zentralen L~Lppchen- 

anteile in der Umgebung der Zentr~lvenen..Niere: Feine KSrnelung in den lumen- 
wi~rts gelegenen Anteilen der Epithelien der Haupt- und Schaltstiieke mit saum- 
artiger sehwarzer Begrenzung der Kun~lehenlichtung. KSrnehen stellenweise frei 
im Lumen. Keine Versilberung im Bereieh der Glomeruli. Pankreas: Br~iuuliche 
Tingierung des exokrinen Anteils. Bri~unliehe Verfarbung und feine KSmelung 
der zentral gelegenen Zellen der Langerhansschen Inseln. Dichte schwarzbraune 
KSrnelung der Randzellen. Di~nndarm: Dich%e schwarzbruune KSrnchen in den 
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Panethschen KSrnerzellen. Haut: Schwarze Impriignierung der Bindegewebs- 
fasern im Bereich der Injektionsstelle. 

b) Fixierung in 0,1n salzsaurem H2S-ges~ttigtem Alkohol: S~mtliche Organe 
#ei yon Versilberung (Abb. 2b u. 3b). 

c) Fixier~lng in 2 n essigsaurem H2S-ges~ittigtem Alkohol. Leber : Feine schwarze 
KSrnelung in den zentralen Anteilen der Leberzellen, nur auf die den Zentral- 

Abb. 2a u. b. a Rattendiinndarm, Zinkacetatvergiftung nach Fixierung in 2 n essigsaurem 
II~S-ges~ttigtem AlkohoL Physikalische Entwicklung. (N~iheres siehe FuI~note S. 608.) 
Echtrot. KSrnige Silberablagerungen in den Panethschen Zellen im Bereich der auch 
unter physiologischerL Bedingungen nachweisbarei~ Ziakablageruagen. Vergr. 560 : 1 ; 
b Rattendiinndarm, Zinkacetatvergiftung. Vergleichsschnitt nach Fixierung in 0,] n 
salzsanrem H~S-ges~tttigtem Alkohol. Physikalische Entwicklung. (N~heres siehe Fu2note 

S. 608.) Kernechtrot. Ausbleiben des Versilberungseffektes. Vergr. 560:1 

venen benachb~rten Zellen beschr~nkt. Niere: Feine KSrnelung in den lumenwiirts 
gelegenen Anteilen der Haupt- und Schaltstiicke. Glomeruli frei yon Versilberung. 
PanI~reas: In den Langerhansschen Inseln Braunf~rbung und feine K6rnelung der 
zentral gelegenen Zellen. Dichtere schw~rzliche KSrnelung der R~ndzellen. Braun- 
lithe Tingierung des exokrinen Parenchyms. Di~nndarm: KSrnige Versilberung der 
Panethschen KSrnerzellen (Abb. 2a). Haut: Schwarze Impr~gnierung der Binde- 
gewebsfasern im Bereich der Subcutis (Abb. 3a). 

d) Fixierung in ammoniakalischem H2S.ges~ittigtem Alkohol. Leber : Vereinzelte 
kSrnige Ablagerungen in den Leberzellen der zentralen L~ppchenanteile. Niere: 
sp~irliche feine KSrne]ung der Tubulusepithelien und einzelner im Zwischengewebe 
gelegenen Zellen. Pan~reas: Braune Tingierung und einzelne kSrnige Ablagerungen 
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im exokrinen Gewebe. In den Langerhansschen Inseln Braunfgrbung und feine 
schwarze K6rnelung der zentrsl gelegenen Ze]len, diehtere sehwgrzliehe KSrnelung 
der R~ndzellen. Diinndarm: KSrnige Versilberung der Panethschen Zellen. Haut: 
Im Bereich der Injektionsstelle dichte Impr~gnierung der subcutanen Bindegewebs- 
fasern. 

Abb. 3a u. b. a Ratte, Haut aus dem Bereich des Oberschenkels nach subeutaner Injektion 
einer w~l~rigen ZinkacetatlSsung. Fixierung in 2 n essigsaurem II~S-ges~ttigtem Alkohol. 
Physikalische Entwicklung. (N~iheres siehe Fu~note S. 608.) Kernechtrot. Dichte fein- 
kSrnige Versilberung in der Subcutis im Bereich der Zirlkablagerungen. Vergr. 60:1; 
b l~atte, IIaut aus dem Bereich des Oberschenkels nach subcutaner Injektion einer 
w&~rigen ZinkacetatlSsung. Vergleichsschaitt nach Fixierung in 0,I 11 salzsaurem H.~S- 
ges~ttigtem Alkoho]. Physikalische Entwieklung. (N~theres siehe Fufimote S. 608.) Kern- 

echtrot. Ausbleiben des Versilberungseffektes. Vergr. 60:1 

e) Fixierung in cyanid- und schwefelwasserstoHhaltigem Allcohol. Leber Niere, 
Pankreas und Dtinndarm zeigen keine Versilberungseffekte. 

Haut: Sehwarze Impr~gnierung der subcutanen Bindegewebsfusern. Der Zink- 
iibersehuB im Injektionsgebiet war gegeniiber der Cyanidkonzentr~tion zu hoeh, 
so d~l~ die Sulfidbildung und damit ein positiver Versilberungseffekt nieht restlos 
unterdriiekt werden konnte. 

II. BleiaeetatvergiRung. Bei der Bleiacetatvergiftung waren die Organbefunde 
offenbar infolge ungentigender Resorption sp~rlieh und nicht mit Sieherheit zu 
verwerten. Die physikalisehe Entwieklung der I-Iautsttieke aus dem Bereich der 
Injektionsstelle ergab in allen ]~llen ein positives Ergebnis. 
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Bespreehung 
Die Versuche mit Zink- Blei und Kulofer erlauben mit einigem Vor- 

behalt den Sehlu$, dal~ sich dutch Variation der pE-Werte der schwefel- 
wasserstoffhaltigen Fixierungsmittel die Umwandlung verschiedener im 
Gewebe vorliegender Schwermetalle in ihre Sulfidform und damit ihre 
Darstellung durch physikalische Entwieklung in steuerbarer Weise be- 
einflussen l/~Bt. In Anlehnung an die in der analytisehen Chemie ge- 
br/~uchliehen Trennungsmethoden der Metallsulfide ist auch bei histo- 
chemisehen Untersuchungen derjenige ffir die einzelnen Metalle bekannte 
pH-Bereich zu w/~hlen, in welchem die Metalle ann/~hernd quantitativ 
in ihre Sulfidform umgewandelt werden. Bleisulfid f/~llt z. B. in 0,1 bis 
0,3n salzsaurem Milieu quantitativ, mit steigender S/~urekonzentration 
zunehmend sehw~eher. In i n  salzsaurem H2S-ges/~ttigtem Alkohol war 
eine Umwandlung in die Sulfidform und damit Versilberbarkeit nieht 
mehr mSglich. 

Die Sulfidsilbermethode ist keine quantitative Nachweismethode. 
Darauf ist yon verschiedenen Untersuchern mehrfach hingewiesen wor- 
den. Aus der Gr61~e und Gestalt der entwickelten Silberk5rnchen kann 
nicht auf die Menge der vorliegenden Metalle gesehlossen werden. 
LIESEGANC- hat wiederholt darauf hingewiesen, dab die GrSl~e der er- 
zeugten Silberkristalle unabh/~ngig -con den Dimensionen der Keime ist. 
Die p~-Abh/~ngigkeit der Sulfidf//]lung stellt einen weiteren Ungenauig- 
keitsfaktor dar. Beziiglich der Ortsriehtigkeit des Naehweises sind wir 
der Ansieht, dal~ grobe Anderungen in der Lagerung der Schwermetall- 
niedersehl//ge dureh die sauren und alkalischen schwefelwasserstoff- 
haltigen Fixierungsgemisehe nicht eintreten. Die Sch/~digung der Ge- 
websstrukturen ist unseren Beobaehtungen naeh geringer als bei LS- 
sungsversuchen an den schon ausgebildeten Sulfidkristallen. Vorausge- 
setzt, da$ ein 1V[etall nicht im Gemiseh mit anderen physikaliseh ent- 
wickelbaren Metallverbindungen vorliegt, kann bereits bei Benutzung 
der yon uns verwendeten 4 in der aktuellen l~eaktion versehiedenen 
Fixierungsmittel je naeh dem positiven oder negativen Ausfall bei der 
physikalisehen Entwieklung in begrenztem Umfange eine Zuordnung 
des Metalls zu einer bestimmten Metallgruppe durehgeftihrt werden. 

Die Langerhansschen Inseln und die Panethsehen KSrnerzellen ver- 
schiedener Tierspecies waren in allen Versuchsreihen in ammoniakali- 
schem und essigsaurem Milieu darstellbar, nieht jedoeh im salzsauren 
und eyanidhaltigen. Darin kann man eine Best/~tigung der Zinksu]fid- 
natur der dabei wirksamen Keime sehen. Eisen- und Niekelsalze, welche 
naturgem/~$ gleiehe p~-Bedingungen zur Umwandlung in die Sulfidform 
benStigen, lassen sich durch andere histoehemisehe Methoden aussehlie- 
Ben. Auch die Intensit/~t der Schw/~rzung mit Bevorzugung der Rand- 
zellen der Langerhanssehen Inseln des l~attenpankreas entstoricht den 
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Ergebnissen des mit  Dithizon durchgefiihrten Zinknaehweises (STA~PFL, 
WOLFF). Bei der l%atte erwiesen sich im Gegensatz zu anderen Tier- 
species die Zinkkonzentrationen in den peripher gelegenen A-Zellen hSher 
als in den B-Zellen (STAM~FL, WOLFF, I%I~LEB). Da aueh die Dithizon- 
methoden keinen exakten quanti tat iven wie unter Umst/~nden auch 
qua]itativen Nachweis erlauben - -  es handelt  sich bekanntlich um Farb- 
reaktionen, die bei der Winzigkeit der naehzuweisenden 1V[engen und 
durch mSgliche Interferenzerseheinungen nicht immer sicher zu be- 
urteilen sind - -  diirfte die Zinkdarstellung durch physikalische Ent- 
wieklung eine wertvolle Erg/~nzung dieser Methoden sein. MAGEI~ und 
~{CI~ARY haben zwar dutch komp]exe Bindung der konkurrierenden 
3/[etalle den histochemischen Zinknachweis mit  Dithizon spezifisch 
machen kSnnen, aber ungeniigende Ortsrichtigkeit dureh die Notwendig- 
keit der Untersuehung mindestens 10--15 # dicker unfixierter Gewebs- 
schnitte und recht erhebliehe Diffusionserscheinungen mindern den 
Wert  der lV[ethode ftir exakte zelltopochemisehe Untersuehungen. Fehler- 
m6gliehkeiten, welche die mit  dem Su]fidsilberverfahren gewonnenen 
Resultate beeinflussen, sind schlieglieh in einer prim//ren Keimwirkung 
chemisch nicht in jedem Falle klassifizierter Stoffe begriindet, die bereits 
ohne H2S-Einwirkung ihre katalytische Wirkung auf den t~eduktions- 
prozeB der Entwick]er]Ssung entfalten - -  sog. Prim/irkeime. Vomw hat 
in umfassenden Untersuchungen normaler und pathologisch ver/inderter 
Organe bei reiner Alkoholfixierung nur in vereinzelten F//llen derartige 
Substanzen gefunden. Ihre Kenntnis bildet eine Voraussetzung bei allen 
mit  dem Sulfidsilberverfahren angestellten Untersuchungen. Gleieh- 
laufende vergleiehende Untersuehungen alkoholfixierter Organe mit  der 
physikalischen Entwicklung And beim histotopochemischen Schwer- 
metallnachweis mit  der Su]fidsilbermethode unbedingt notwendig. 

Zusammenfassung 
i%atten wurden mit  Zink-, Kupfer- nnd Bleisalzen vergiftet und 

Organstiieke in schwefelwasserstoffges//ttigtem Alkohol bei versehie- 
denem p~ fixiert. Die Abhgngigkeit der Sulfidfs der einzelnen 
Metalle yore p~ der FixierungslSsnng und damit  die MSgliehkeit einer 
selektiven Versilberung der einzelnen Metallsulfide im histologisehen 
Sehnitt lieg sich demonstrieren. Beim histotopoehemisehen Sehwer- 
metallnaehweis mit  dem Sulfidsilberverfahren 1/i•t sich dureh Variation 
der pE-Werte der FixierungslSsung in begrenztem Umfange eine Diffe- 
renzierung der Metalle durehffihren. 
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