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Wiahrend seiner Hamburger Tatigkeit studierte Karl Reuter die Fin-
wirkung der Kélte auf die Struktur tierischer Organe. An Hand experi-
menteller Untersuchungen konnte er feststellen, daB der zeitliche Ab-
lauf des Gefrierens fur die Erhaltung der natiirlichen Struktur der
Organelemente von ausschlaggebender Bedeutung ist. Schnelles Ge-
frieren dndert die Organstruktur nicht wesentlich. Es ist dies eine Tat-
sache, die uns aus der mikroskopischen Gefriertechnik geldufig ist. Bei
langsamem FEinfrieren zeigen sich an den Organen jedoch erhebliche
Verdinderungen ihrer Gewebsstruktur.

,,Bei Gefrieren frischer protoplasmatischer, tierischer, vermutlich
auch pflanzlicher Gewebe™, so sagt Karl Reuter, ,spielen sich bei gleich-
méBiger Abkihlung die physikalisch-chemischen, in festem Abhingig-
keitsverhiltnis zur Gefriergeschwindigkeit stehenden Dissoziations-
vorginge (lonenwanderungen und kolloidale Trennungserscheinungen)
von vornherein isoliert im Innern einer jeden Korperzelle ab und liefern
gegebenenfalls den Dimensionen der letzteren angepalite, feine geweb-
liche Strukturverdanderungen. Der Zellorganismus, als somit noch aktiv
morphologisch bestimmender Faktor, kann bei zunehmender Verlang-
samung des Abkithlungsprozesses und bei Gegenwart tberwiegender
Flissigkeitsmengen unter Sprengung der Zellgrenzen so vollstdndig aus-
geschaltet und beiseite gedringt werden, daf} er morphologisch nur noch
die Rolle eines passiven Fremdkorpers innerhalb der zusammenhéngend
abgeschiedenen Gewebsfliissigkeit spielt, die darauf als Ganzes den Kry-
stallisationsgesetzen unterliegt. Die Grenze der Gefrierverlangsamung,
bis zu welcher die Korperzelle das histologische Bild beherrscht, ist bei
verschiedenen Geweben naturgemill verschieden, aber beeinflullt durch
den jeweiligen Wassergehalt, die Zellgrofle und die Dehnbarkeit der
Zellmembran.

1 Herrn Prof. Dr. Karl Reuter zum 2, TT1. 1933, seinem 60. Geburtstage, ge-
widmet.
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Diese Untersuchungsergebnisse bildeten die Grundlage fiir ein Ver-
fahren zur Ausmittlung extrahierbarer Giftstoffe. Das Verfahren be-
rubt auf der Moglichkeit, durch langsames Einfrieren krystalloid und
kolloid geldste Stoffe gentigend weitgehend voneinander zu trennen.

Die Vorgange, die sich bei langsamem Einfrieren innerhalb der Zellen
und Gewebe abspielen, folgen rein physikalischen Gesetzen. Physi-
kalisch betrachtet, enthélt die Zelle neben krystalloid geldsten Salzen
EiweiBstoffe in kolloidaler L&sung.

Die Gefriervorgange an Salzlésungen sind hinlanglich genau studiert.
Reines Wasser gefriert bei 0°. Der Gefrierpunkt von Salzlsungen
liegt bekanntlich tiefer. Je konzentrierter die Lésung, je tiefer liegt
diejenige Temperatur, bei der sich aus der Losung Eiskrystalle ab-
zuscheiden beginnen. Bei einer 1proz. Kochsalzlosung liegt dieser
Punkt beispielsweise bei —0,58°. Wird weiter unterkiihlt, scheidet sich
aus der Losung reines, salzfreies Wasser in Eisform ab. Die Salzlgsung
wird entsprechend konzentrierter. Ihr Gefrierpunkt sinkt weiter herab,
bis schliefllich eine gesattigte Salzldsung resultiert. Bei weiterer Unter-
kiihlung frieren aus der Loésung nunmehr Eis und Salz in konstantem
Verhiltnis als einheitlicher Kérper aus. Dieser Gefrierpunkt der ge-
sattigten Losung, bei dem sich die Eiskurve und Séttigungskurve
schneiden, wird als kryohydratischer Punkt bezeichnet. Er liegt bei
Kochsalzlosung beispielsweise bei —21,2°.

Innerhalb einer Zelle hat man bei langsamem Gefrieren die gleichen
Verdnderungen zu erwarten. Es scheidet sich zun#chst innerhalb der
Zelle reines Wasser in krystallinischer Form ab. Erst bei tieferen Tem-
peraturen gefrieren Eis und Salze als einheitlicher Kérper. Beim Auf-
tauen aus diesem Zustande gehen die Salze wiederum in Lésung. Die
erlittene Zustandséinderung ist reversibel. Wisserige Lésungen von
Alkaloiden und synthetischen Giftstoffen verhalten sich beim Ein-
frieren wie krystalloid geloste Salze. Bei langsamem Einfrieren safnmeln
sich diese Stoffe im Zentrum des Eiskorpers an. Nach dem Auftauen
gehen sie wiederum unveréindert und restlos in Losung.

Im Gegensatz zu den krystalloiden zeigen kolloide Lésungen beim
Einfrieren ein sehr unterschiedliches Verhalten. Viele Kolloide erleiden
hierbei eine irreversible Zustandsinderung, so daB sie nach dem Auf-
tauen nicht mehr als Kolloidlssungen fortbestehen, sondern sich als
lose Gallerte, feines Pulver oder in Form von Plittchen ausscheiden
(Zsigmondy). Platin- und Goldsole fallen beispielsweise beim Gefrieren
aus. Ebenso werden Arsentrisulfid und Eisenhydroxyd aus ihren
Lésungen gefillt. Kinige Farbstoffe zeigen nach Abkiithlung eine Farb-
abschwiichung. Eine 10proz. Tanninlésung geht erst nach geringer
TemperaturerhShung der aufgetauten Flissigkeit wieder in Lésung.
Eine mit Lugol blaugefirbte Lésung von Weizenstirke reichert sich
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beim langsamen Gefrieren in der Mitte an (Abb. 1). Nach dem Auftauen
bleibt die Stérkeldsung, wie wir bei unseren Versuchen sahen, dauernd
flockig. Durch Filtrieren 148t sich eine véllig wasserklare, stirkefreie
Loésung gewinnen. Erst durch erneutes Aufkochen wird die einmal aus-
gefrorene, flockige Stirkeldsung wieder in eine homogene, blaue Ldsung
verwandelt. Ahnlich verhilt sich eine Gelatinelésung. Die ersten Mengen
Flissigkeit enthalten nichts von dem geldsten Stoff. Nach volligem Auf-
tauen ist die Substanz noch ausgesprochen inhomogen, aus einer klum-
pigen Gallerte bestehend. Diese Erscheinung geht bei Zimmertempe-
ratur, selbst innerhalb 48 Stunden, fast gar nicht zuriick. Eine wiisserige
Hamoglobinldsung zeigt nach dem Auftauven keine deutliche Verinde-
rung. Auch eine dialysierte wisserige Losung von Blutserum sahen wir
nach dem Auftauen nicht merklich veréindert. Man kann im allgemeinen
sagen, dafi ein Kolloid beim Gefrieren um so bestindiger ist, je stabiler
es sich sonst auch gegeniiber Rinfliissen von Elek-
trolyten oder gegenilber Wasserentziehung beim
Eintrocknen verhalt (Zsigmondy).

Die von K. Reuter zuerst beschriebenen Ver-
dnderungen der Organe durch Anwendung von
Kilte und die dadurch bedingte reichliche Aus-
scheidung von krystallisiertem reinem Wasser inner-
halb der Zellen und Zellelemente sowie das durch-
aus verschiedenartige Verhalten von Krystalloiden
und Kolloiden beim Einfrieren legten den Gedanken
nahe, durch langsames Einfrieren eine Trennung
von Krystalloiden und Kolloiden in zelligen Organelementen vorzu-
nehmen. Auf Grund dieser Uberlegungen schien die Anwendung eines
entsprechenden Gefrierverfahrens fir die Ausmittlung von krystalloiden
Giftstoffen, die bisher vorziiglich durch Extraktion gewonnen werden,
aussichtsreich. Eine nach den Angaben von Prof. Reuter in dem Leichen-
keller unseres Institutes eingerichtete Gefrieranlage ermdoglichte es,
unsere Versuche und Analysen unabhingig von der Jahreszeit vorzu-
nehmen.

Die Strukturverinderungen, die sich an tierischen und menschlichen
Organen bei langsamem Gefrieren zeigen, sind sehr auffallend. K. Reuter
versffentlicht hieriiber eine Reihe sehr anschaulicher Bilder und sche-
matische Darstellungen. Bei geniigend langsamem Xinfrieren kénnen
die zelligen Bestandteile eines Organs derartig beiseite gedréngt werden
und zuriicktreten, dafll sie, wie K. Reuter sagt, ,,morphologisch nur
noch die Rolle eines passiven Fremdkorpers innerhalb der zusammen-
hangend abgeschiedenen Gewebsfliissigkeit spielen‘’.

Nach dem Auftauen stellt sich die normale Organstruktur nicht
sobald wieder ein. Abb. 2 zeigt eine menschliche Leber, die 2 Stunden

ADb. 1.
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nach vollstindigem Auftauen in 10proz. Formalinlosung gehirtet und
nach Einbetten in Paraffin mikroskopisch verarbeitet wurde. Die Leber-
zellbalken erscheinen deutlich auseinandergeriickt und zusammen-
gepreBt. Es ist erklarlich, daf die in den Maschen abgeschiedene Ge-

R

Abb. 3.

websflissigkeit aus ihrer Umgebung leicht die durch das Gefrieren 1s-
lich gebliebenen krystalloiden Stoffe in sich aufnehmen wird. Abb. 3
zeigt ein gleiches Bild von einem menschlichen Herzen, das 24 Stunden
nach vollstindigem Auftauen in 10proz. Formalinlésung gehirtet und
in Paraffin eingebettet wurde. Auch hier ist das Vorhandensein groBerer
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Hohlréume, die ehedem durch Eismassen ausgefiillt waren, deutlich.
Die Organe waren 24 Stunden einer Temperatur von —10 bis —15°
ausgesetzt.

Welche kolloide Hiweilistoffe der zelligen Organelemente nunmehr
im einzelnen durch das Gefrierverfahren in einen irreversiblen Féallungs-
zustand tiberfithrt werden, haben wir nicht niher untersucht. Wir sind
auch der Frage nicht weiter nachgegangen, ob die eingetretene Zu-
standsinderung in der Tat eine dauernde ist. Mafligebend fir uns war
die Frage, ob die durch das FEinfrieren erzielte Trennung zwischen
krystalloid und kolloid gelosten Substanzen eine gentigend weitgehende
ist, daB sie fiir die Ausmittlung krystalloider Giftstoffe nutzbar gemacht
werden koénnte.

LaBt man langsam gefrorene Organe in einer Schale auftauen, so
sammelt sich nach dem Auftauen die ehedem gefrorene Gewebsfliissig-
keit mehr oder minder reichlich in der Schale an. Die Organe haben
nach dem Auftauen ihre natirliche Festigkeit verloren. Sie erscheinen
schlaff und welk, Reichlicher wird die Flissigkeitsansammlung, wenn
man die gefrorenen Organe in Stiicke zerlegt.

Bei unseren Versuchen sind wir in der Weise verfahren, dafl wir die
zu untersuchenden Organe 24-—48 Stunden oder noch linger einer
AuBentemperatur von —10 bis —15° aussetzten. Die Organe wurden
zerstiickelt und nach vollstindigem Auftauen in ein angefeuchtetes
Koliertuch geschlagen. Sie wurden in einer Art Fruchtpresse griind-
lich ausgepreBt. Es 1aBt sich auf diese Weise selbst aus den driisigen
Bauchorganen wie Leber, Nieren, Milz leicht die Hilfte des urspriing-
lichen (ewichtes an Prefsaft gewinnen. Die so ausgeprefiten Organe
werden mit Wasser griindlich nachgespilt. Der gewonnene PreBsaft
stellt eine stark blutig gefirbte Flissigkeit dar. Er enthilt neben den
in Losung gegangenen Krystalloiden noch reichlich Eiweillstoffe.

Zur Entfernung der Eiweilistoffe haben wir uns eines Verfahrens be-
dient, das gegeniiber dem bisher fiblichen Stass-Ottoschen Reinigungs-
verfahren den groBen Vorzug eines schnelleren und ebenso zuverlassigen
Arbeitens bietet. Der PreBsaft wird mit einigen Tropfen verdiinnter Salz-
siure schwach angesduert und unter stindigem Umriihren in einem ge-
niigend groBen Becherglase zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten
wird die Lésung von den koagulierten Eiweillstoffen durch Filtrieren be-
freit. Der Filterriickstand wird mit Wasser nachgespiilt und griindlich
abgepreBt. Das Filtrat besteht nunmehr aus einer klaren, gelblichen
Fliissigkeit. Zur vollstindigen Entfernung der EiweiBstoffe wird das
Filtrat mit 2—3 Loffel Infusorienerde vermengt und in einem zerleg-
baren Vakuumdestillierapparat zur vollstindigen Trockne gebracht.
Der trockene Riickstand wird fein zerrieben und mit Alkohol, der iiber
Chlorcalcium griindlich entwéissert ist, extrahiert. Die Bildung von
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klumpigem koaguliertem Eiweill 148t sich auf diese Weise verhindern.
Die weitere Verarbeitung weicht von der bisher tiblichen Methode
nicht wesentlich ab. Die alkoholische Lésung wird filtriert, der Alkohol
verdampft, der Rest mit Wasser aufgenommen, die wisserige Losung
auf dem Wasserbade langere Zeit erhitzt und zur Entfernung der Fett-
stoffe in der Kialte durch ein angefeuchtetes Filter filtriert. Die Iso-
lierung und Trennung der einzelnen Giftstoffe erfolgt nach dem iiblichen
Ausschittelungsverfahren aus saurer, alkalischer und ammoniakalischer
wisseriger Losung.

Gréfere Verluste an Substanz sind bei der Art dieses Vorgehens nicht
zu erwarten. Wir versetzten den PreBsaft gefrorener Organe mit einer
bestimmten Menge verschiedener Gifte. Bei den forensisch wichtigsten
Barbitursdurederivaten erhielten wir eine nahezu quantitative Ausbeute.
Der Verlust lag nicht iiber 5%. Ahnlich gute Ausbeute erhielten wir bei
Alkaloiden. Wir unternahmen entsprechende Versuche mit Strychnin,
Atropin, Chinin und Morphium.

Die Verwendbarkeit dieses Ausmittiungsverfahrens fiir die forensische
Praxis iiberpriiften wir an geeigneten Fillen unseres Sektionsmaterials,
an entsprechenden gerichtlichen Auftrigen zugesandter Asservate und
an Hand des Tierversuchs. Gleiche Organmengen wurden nach dem
Stass-Ottoschen Reinigungsverfahren und dem beschriebenen Gefrier-
verfahren untersucht.

In einem Fall von Veronalvergiftung einer weiblichen Selbst-
morderin, die unter den Erscheinungen schwerer Benommenheit nach
12 Stunden verstorben war, isolierten wir aus 500 g Leber nach dem
Stass-Ottoschen Verfahren 0,07 g, nach dem Gefrierverfahren aus den
gleichen Organmengen 0,11 g Veronal. In einem #hnlich liegenden
Fall von Veronalvergiftung erhielten wir aus 400 g Leber bei dem bis-
her iiblichen Extraktionsverfahren 0,09 g, und bei dem Gefrierverfahren
etwa gleiche Mengen an Substanz. In einem Fall fraglicher Luminal-
vergiftung erhielten wir dbnlich gleichliegende Werte.

Alkaloidvergiftungen hatten wir in letzter Zeit nur wenige zu ver-
arbeiten Gelegenheit. In dem einen Falle isolierten wir aus 500 g
Leichenorganen bei dem Stass-Ottoschen Verfahren 0,07 g Morphium.
Im Gefrierverfahren erhielten wir 0,10 g. Es gelang uns mit Hilfe des
Gefrierverfahrens aus den Leichenteilen eines 7 Wochen alten Kindes,
das zwei Teeaufgiisse unreifer, getrockneter Mohnkapseln erhalten hatte,
etwa 10 mg einer Substanz zu isolieren, die sowohl nach ihrem chemi-
schen als auch biologischen Verhalten als Morphium zu identifizieren
war..

Wir idiberpriiften im weiteren die Brauchbarkeit des Verfahrens
durch einen geeigneten Tierversuch. Ein 17 kg schwerer Hund wurde
durch intrathorakale Injektion von 0,1 g Strychnin vergiftet. Das Tier
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verstarb nach etwa 5 Minuten. Leber, Nieren, Milz und Herzblut wurden
untersucht. Das Stass-Ottosche Verfahren ergab einen Chloroform-
Alkoholverdunstungsriickstand, der noch sehr reichlich durch Schmieren
verunreinigt war. Die nochmals ausgeschiittelte, nunmehr analysen-
fertige Substanz wog 7 mg. Durch das Gefrierverfahren dagegen ge-
lang es, aus den gleichen Organmengen 13 mg Substanz zu isolieren,
die bei der ersten Ausschiittelung wesentlich reiner in Form schén aus-
gebildeter Krystalle analysenfertig vorlag.

Wir haben uns in letzter Zeit fiir den Nachweis extrahierbarer Gift-
stoffe fast ausschlieBlich des Gefrierverfahrens bedient und eine groflere
Zahl von entsprechenden Analysen durchgefiihrt. Nach unseren Er-
fahrungen ist durch langsames Einfrieren von Organen eine gentigend
weitgehende Trennung zwischen krystalloid und kolloid geldsten Stoffen
zu erzielen. Die synthetischen Giftstoffe und Pflanzengifte verhalten
sich wie krystalloid geloste Substanzen. Sie gehen nach dem Auftauen
wiederum vollstindig in Losung. Zur Ausmittlung krystallinischer
extrahierbarer Giftstoffe ist das Verfahren durchaus geeignet und bietet
sogar gegeniiber dem bisher iiblichen Extraktionsverfahren gewisse
Vorteile.

Die Art des beschriebenen Vorgehens unter Anwendung von In-
fusorienerde umgeht das zeitraubende Arbeiten durch mehrfaches Extra-
hieren und erneutes Abdestillieren mit Alkohol in steigender Konzen-
tration. Sie ermoglicht es, innerhalb weniger Stunden die Reinigung
bis zur Ausschiittelung vorzunehmen. Bei dem Ausschiitteln selbst
haben wir listige Emulsionen nie beobachtet, obgleich wir Unter-
suchungen selbst an hochfaulen Organen vornahmen. Die gewonnenen
Riickstinde sind nach unseren Hrfahrungen wesentlich weniger von
listigen Schmieren durchsetzt als bei dem Stass-Ottoschen Verfahren.
Die isolierte Substanz krystallisiert meist in einem derartigen Reinheits-
grade aus, daB sie sich ohne weiteres fiir die qualitative und quantitative
Analyse eignet.
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