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Die funktionswichtigen strukturellen und metabolischen Bezie-
hungen zwischen Zink und Insulin sowie Glucagon haben die Aus-
arbeitung und laufende Verbesserung histochemischer Methoden zum
topochemischen Zinknachweis veranlafit. Dabei fanden fast ausschlieB3-
lich Methoden Anwendung, die in ihren Prinzipien der von Oxamo-
TO (1), (2) entwickelten entsprechen, jedoch sowohl beziiglich ihrer Orts-
richtigkeit und Empfindlichkeit [Mask® (1)] als auch in ihrer Spezifitit
(Mager, McNaRY u. Liowerri; McNary) verbessert worden sind.
Eine Vorstellung von Empfindlichkeit und Grenzen der histochemischen
Dithizontechnik vermitteln folgende rechnerische Uberlegungen.

Nimmt man als Bezugsmaf nicht Menge/Volumen, sondern Menge/Fliche, so
wird der Zahlenwert unabhéingig von der Dicke des histologischen Objektes. Damit
kann als Grundlage der Berechnung die Extinktion und nicht das Verhiltnis
Extinktion/Schichtdicke dienen. Die Grenze der Nachweisbarkeit des Zinks ist
nur von der Extinktion selbst abhéngig. Wenn man erfahrungsgemiB als niedrig-
sten, deutlich erkennbaren Extinktionswert etwa 0,1 annehmen kann, so ergibt sich
folgende Berechnung der Empfindlichkeit. 3,22 /5 ml Zn ergeben einen Extink-
tionsmodul von 1. Bei einem ml erhalt man natiirlich denselben Modul bei 1/, der
Zinkmenge. Durch Zugrundelegen des Extinktionsmoduls 0,1 kommt man schlieB-
lich auf /5, der oben angegebenen Zinkmenge, also rund 0,06 y/ml. Da der Ex-
tinktionsmodul der Extinktion bei der Schichtdicke 1 em entspricht, ergibt sich
also bei der zugrundegelegten Menge von 1 ml eine Grundfliche von 1 cm?, in der
die berechnete Menge von 0,06 ¥ Zn gerade noch sicher erkennbar ist. Wenn wir
anstelle dieser Fliche von 1 cm? eine solche von (10 ()%, die quadratische Grund-
flache einer geometrisch vereinfachten fiktiven Zelle, betrachten, so wird sich die
nachweisbare Zinkmenge im selben Mafle verkleinern wie die betrachtete Fliche.
Das Verhiltnis 1 cm?: (10 @)% ist 1:10%. Daraus ergibt sich als geringste in diesem
Flachenstiick nachweisbare Zinkmenge 0,06 /108 = 0,06 F/(10 p)2*. Diese Menge
ist unter der Bedingung der Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes unab-
héngig von der Schichtdicke, d. h. also von der Dicke des mikroskopischen Ob-
jektes. Zu anndhernd dem gleichen Ergebnis iiber die Empfindlichkeit des histo-
chemischen Zinknachweises kommt man auch unter Benutzung des fur die quali-
tative Mikroanalyse angegebenen Wertes von 0,03 p in einem Tropfen von 0,03 ml
(D’Axs-Lax).

Die Ortsrichtigkeit des Nachweises wird durch die granulagebundene
Form [MaskE (2), (3)] des Inselzinks begiinstigt. Diffusionseffekte sind

*1 F= 1 Digamma = 10=%y.
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jedoch nicht vdéllig zu vermeiden (McNArY; Runee, MULLER und
Ferx¥ER). Die Dithizonmethoden erlauben keine exakten quantitativen
Aussagen iiber die nachgewiesenen Zinkmengen und setzen auBerdem
das Vorliegen des Zinks in einer mit Dithizon reaktionsfihigen organi-
schen Bindung voraus — was durchaus nicht fiir alle biogenen Zink-
verbindungen zutrifft (Werrzer; WzrrzerL und BUDDECKE) — sowie
ein fiir die Dithizonatbildung obligates rtliches py-Milieu. Alle diese
aufgefithrten Faktoren sind bei einem negativen Ausfall der Dithizon-
reaktion zu diskutieren, bevor der SchluB auf ein volliges Fehlen von
Zink berechtigt ist.

Zink konnte bisher regelmifBig bei zahlreichen Tierspecies innerhalb
der Inseln histochemisch mit Dithizonmethoden nachgewiesen werden.
Eine Sonderstellung nehmen unter den gebrduchlichen Laboratoriums-
tieren die Meerschweinchen ein. Uber konstant negativen Ausfall der
Dithizonreaktionen in den Inseln des Meerschweinchenpankreas be-
richteten bereits OramoTo u. Mitarb. sowie McNARrY. Urséchliche Zu-
sammenhdnge zwischen dem negativen Ausfall der Dithizonreaktionen
und dem refraktiren Verhalten gegeniiber diabetogenen Alloxan- und
Dithizondosen wurden von MASKE und WEINGES ndher untersucht
(Maske und WriNeEs; WriNgES und Mask®). Bis jetzt gibt es keine
hinreichende Erkldrung fiir die im Hinblick auf die Physiologie der
inkretorischen Pankreasfunktion nicht unwesentliche Eigenheit in der
Reaktionsweise des Meerschweinchenorganismus. Wir haben, da in
zusammenfassenden Darstellungen iber den Pankreaszinkgehalt ver-
schiedener Tierspecies Angaben fiiber das Meerschweinchenpankreas
nicht zu finden waren (HoPPE-SEYLER/THIERFELDER), quantitative
Untersuchungen an den Bauchspeicheldriisen von Meerschweinchen
durchgefithrt. Zum histotopochemischen Zinknachweis wurde das von
uns wiederholt angewandte Sulfidsilberverfahren [Tivm (1), (2)] heran-
gezogen, das beziiglich seiner Erfassungsgrenze von groBer Leistungs-
fahigkeit ist und sich in seiner Wirkungsweise grundsitzlich von den
bisher angewandten Dithizonmethoden unterscheidet. Seine Vorteile
liegen einmal in weitgehender Ortsrichtigkeit des Nachweises durch
Umwandlung der Metalle in ihre schwerldsliche Sulfidform, zum anderen
in der Mdglichkeit, durch Apposition von elementarem Silber dem Auge
normalerweise im Lichtmikroskop unsichtbare Teile in sichtbare GroBen-
ordnung umzuwandeln. Vor- und Nachteile dieser Methode sind be-
sonders von VoraT (1), (2), (3) verschiedentlich aufgefithrt worden.

Material und Methodik

Zu den quantitativen und topochemischen Untersuchungen wurden ménnliche
und weibliche erwachsene Meerschweinchen, deren Gewichte zwischen 495 und
880 g lagen, verwendet. Die Tiere erhielten Mischfutter.
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1. Quantitative Zinkbestimmung: Die Bestimmung des Wassergehaltes der
unter zinkfreien Kautelen entnommenen Organe erfolgte durch Trocknung bei
105 Grad. Die organischen Substanzen wurden durch Veraschung im elektrischen
Ofen bei 600 Grad zerstért. AnschlieBend wurde in Modifikation der unten ge-
nannten, fiir das Serum ausgearbeiteten Methode die Asche in 5 cm?® 20 %iger zink-
freier HCl unter Erwarmen gelost und im allgemeinen auf genau 30 em® im MaB-
kolben aufgefiillt. (Bei sehr zinkreichem Material Auffillung auf 100 cm? im MaB-
kolben), Ein aliquoter Teil wurde davon entnommen und quantitativ analysiert
nach der von Worrr und RECHENBERGER angegebenen Methode*.

2. Topochemischer Zinknachweis: Zum Fixieren des Pankreasgewebes dienten
a) H,S-gesittigter 70%iger Alkohol; b) H,S-gesittigter 0,1 n salzsaurer 70 %iger
Alkohol; ¢) H,S-geséttigter 2 n essigsaurer 70%iger Alkohol; d) H,S-gesattigter
1/, n ammoniakalischer 70 %iger Alkohol.

Eine ausfiithrliche Darstellung der Weiterbehandlung und von uns angewandten
Methode der physikalischen Entwicklung siehe bei STEGNER und FiscHER.

Ergebnisse und Besprechung
Der Zinkgehalt eines Organes wird nach heutigen Kenntnissen im
wesentlichen durch seinen Gehalt an zinkhaltigen Fermenten bestimmt
(WErTZEL), unter denen im Warm-

Tabelle 1 bliiterorganismus neben alkalischer
) Phosphatase, verschiedenen Dehy-
Meerschweinchen-
pankreas: Zink- drogenasen und anderen Enzymen
gehalt des Gesamt-

Meer- pankreas in mg-o, der Carboanhydratase grofle Be-
sehweinchen deutung zukommt. Hochgradige
berechnet | erechnet Zinkanreicherungen in einem Ge-
A iek”| Trocken-  webe beruhen nach den bisherigen
Supstans - Betunden auf Zinkkomplexen nicht-
L fermentativer Natur. Als Durch-
I{ g‘;ﬁﬁg}ﬁ 8:;8 g:gé schnittswert findet sich in allen
T1T weiblich 2,04 5,19 tierischen Geweben und fast allen Or-
Ig Z?E}:ﬁgh ;’gg g’gg ganen ein Zinkgehalt von 20—30 y/g

VI minnlich 1;03 1:58 Frischgewicht (HOPPE-SEYLER/
VII ménnlich 1,12 3,50 THIERFELDER). Im Pankreas von
Vil mannlich | 076 | T2l Rind, Kalb, Pferd, Schaf, Hund,
X ménnlich 3.33 6,18 Katze, Schwein und Mensch fanden
XTI ménnlich - 4,35 Waerrzes u. Mitarb. fiir das Trocken-
XIT ménnlich o 2.22 gewebe Mittelwerte zwischen 109
F—=183|z=458 und 185y Zink pro 1g, also etwa
s=1,04 | s = 2,58 10—20 mg- %. Frihere Untersucher

fanden mit 13,5 mg-% Zink im
menschlichen Pankreas (TompsETrT), 7,5—8 mg-% Zink im Rinder-
pankreas (FiscHErR und Scorr) und 19,5 mg-% in der Bauchspeichel-
driise des Hundes (Horvar) etwa entsprechende Werte. Die von uns

* Siche auch Zusammenfassung in den Arbeitsvorschriften fiir das Pulfrich-
photometer von Carl Zeiss, Jena 1946. )
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bei der Untersuchung des Meerschweinchenpankreas gewonnenen Er-
gebnisse (Tabelle 1) sind a) mit den Mittelwerten der aufgefiithrten
anderen Tierarten zu vergleichen sowie b) mit dem Zinkgehalt anderer
Organe der gleichen Tierart (Tabelle 2). Dabei finden wir im Mittel
im Meerschweinchenpankreas einen deutlich geringeren Zinkgehalt als
im Pankreas anderer vergleichbarer Tierarten. In Gegeniiberstellung
zum Zinkgehalt der Meerschweinchenspeicheldriise (Unterkieferdriise)
und Oberschenkelmuskulatur liegen im Pankreas der gleichen Tierart
die Zinkwerte durchschnittlich um die Hélfte niedriger.

Tabelle 2
Oberschenkel- - . .
Unterkieferdriise
kulat i o
Zn~(§£ﬁgltui?1 Ig;g % Zn-Gehalt in mg- %
Meer-
schweinchen
Nr. berechnet bere%I%net berechnet ber(;(‘:ll%net
uf Frisch- & uf Frisch- )
Ceewient | Jrocken | gewiont | frodken
I weiblich 1,50 6,55 1,17 5,56
II weiblich 1,77 8,66 2,23 7,80
IIT weiblich 3,41 14,80 2,83 8,55
IV weiblich 1,66 7,07 2,47 10,80
V ménnlich 1,46 6,17 2,39 9,22
VI ménnlich 1,70 7,34 2,69 9,54
=141 % = 8,93 T = 2,29 z = 8,57
s = 0,92 s = 3,27 s =0,18 s = 1,78
Die Streuung wurde nach folgender Formel berechnet:
1 ¥ .
s= |/ z;— %
Joa] El (2 — %)

Der topochemische Nachweis von Zink in den Langerhansschen
Inseln mit der Sulfidsilbermethode war in allen Féllen negativ. Auch bei
Verlingerung der Entwicklung iiber die zur Darstellung des Inselzinks
bei anderen Tierarten notwendige Zeit hinaus lief} sich im Inselgewebe
kein Versilberungseffekt erzielen. In einzelnen Fillen waren im exo-
krinen Parenchym granuldre Versilberungen zu beobachten. Die Natur
der diesem Effekt zugrunde liegenden ,, Entwicklungskeime** ist uns noch
unbekannt.

Die Abb.1 und 2 zeigen positiven Zinknachweis mit dem Sulfid-
silberverfahren in den Langerhansschen Inseln der Ratte und der Ente.
Entsprechend den Untersuchungen von WoLrr und RINaLEB am Ratten-
pankreas erkennt man auch bei Anwendung des Sulfidsilberverfahrens
in der Mehrzahl der Fille innerhalb der A-Zellen hohere Zinkkonzen-
trationen als in den zentral gelegenen B-Zellenhaufen. Die A-Zellen des



566 H.-E. SteEe¥Er und D. MULLER:

Abb. 1

, B
Abb. 2

Abb. 1. Rattenpankreas. Positiver Zinknachweis mit dem Sulfidsilberverfahren. Stérkere
Reaktion im Bereich der in den Randabschnitten gelegenen A-Zellen. Vergr. 360:1
ADb. 2. A-Zelleninsel des Entenpankreas. Positiver Zinknachweis mit dem Sulfidsilber-
verfahren. Stirkere Reaktion im Bereich der capillarnahen Zone der Zellen. Vergr. 400:1
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Entenpankreas lassen die an den Stellen der Zinkablagerungen auf-
tretenden granuldren Versilberungen vor allem im Bereich der capillar-
nahen Zone der Zellen erkennen. Diese Befunde entsprechen den Er-
gebnissen der von Maske (1) angewandten intravitalen Dithizonreaktion.
Diffusionseffekte scheiden jedoch beim Sulfidsilberverfahren durch die
auBerordentlich rasche Umwandlung der Metalle in ihre schwerlosliche
Sulfidform weitgehend aus.

Analog zu den mit Dithizonmethoden erhobenen Befunden machen
die negativen Ergebnisse bei Anwendung des Sulfidsilberverfahrens
nennenswerte Anreicherungen von Zink in den Langerhansschen Inseln
des Meerschweinchenpankreas in hohem MafBle unwahrscheinlich, wenn
auch ein schliissiger Beweis nicht mit histochemischen Methoden, son-
dern nur durch quantitative Analyse des isolierten Inselgewebes er-
bracht werden kann. Es hat den Anschein, daB nicht nur im Aufbau
des Insulins, sondern auch beziiglich der Insulinbindung und -abgabe
beim Meerschweinchen gegeniiber anderen Sidugetieren grundsétzliche
Unterschiede bestehen. Insofern sind weitere eingehende Untersu-
chungen der Ursachen dieses abweichenden Verhaltens in physiologischer
und pathophysiologischer Hinsicht von Interesse.

Zusammenfassung

Quantitative Zinkanalysen des Meerschweinchenpankreas liefern
im Vergleich zu anderen Sdugetieren mit durchschnittlich 4,5 mg-%
Zink in der Trockensubstanz deutlich niedrigere Werte. Insuldre Zink-
anreicherungen lassen sich analog den mit histochemischen Dithizon-
methoden erhobenen Befunden auch bei Anwendung des Sulfidsilber-
verfahrens nicht nachweisen. Das Sulfidsilberverfahren bildet durch
seinen, von den histochemischen Dithizonmethoden grundsétzlich ab-
weichenden Wirkungsmechanismus eine wertvolle Erginzung beim
topochemischen Zinknachweis. Empfindlichkeit und Grenzen beider
Methoden werden diskutiert.
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