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Beitrag zur Morphologie der Lipoide. 
Von 

Dr. Hans Kutsehera-Aichbergen, 
Prosekturadjunkt. 

(Eingegangen am 12. Dezember 1924.), 

In  der medizinischen Literatur  der letzten 20 J~hre n immt  die 
Fmge  der Bedeutung der ,,Lipoide" einen breiten R~um ein. Sehr 
zahlreich sind die Abh~ndlungen, welche sich mit  den ,L ipo iden"  
im allgemeinen, dem Lipoidstoffwechsel, den Zellipoiden, den Blur. 
lipoiden, den Nebennierenlipoiden, den Gehirnlipoiden usw. besehgf. 
tigen. Und doch ist der Begriff der ,,Lipoide" bis heute so wenig gut 
umgrenzt,  dai~ ein hervorragender Kenner dieses Gebietes wie Abder. 
halden meint, es wgre besser, den Namen ,Lipoide"  iiberhaupt fallen 
zu lassen, denn es wiirden ,,bedauerlicherweise die heterogensten Ver- 
bindungen",  j~ ,,nahezu alles, was man in der Zelle nicht genau deft- 
nieren kann",  sofern es beziiglich der LSslichkeit mit  den Fe t ten  iiber- 
einstimme, unter dem Namen , L ipo ide"  zusammengefaBt. 

Es  scheint fair daher notwendig, vorerst festzulegen, welche Sub- 
stgnzen im folgenden a]s Lipoide bezeichnet werden sollen. Der besseren 
Ubersichtlichkeit wegen habe ich die wichtigsten der im menschlichen 
KOrper vorkommenden Lipoide in der Tab. 1 zusammengefuBt. 

Tabelle 1. 

Oruppennamen Einzelbeispiele Chemische Zusammensetzung~) 

1. Glycer~nester (Neutralfett) . . 
2. Cho]esterinester . . . . . . .  
3. Phosphatide: a) unges~tttigt 

b) gesattigt . . 

4. Cerebroside-Sphingogalaktoside 

Lecithine~ Cephalin 

Sphingomyelin 

Phrenosin, Kerasin 

I Glycenn + Fettsaureu 
i Cholesterin -4- Fettsauren 
Organische Basen + Glycerin- 

i phosphors~ure + Fettsauren 
Organisehe Basen + Phosphor- 

si~ure + Fettsiiuren 
:Organische Basen + Galaktose 

+ Fetts~turen 

~) In der Tabelle wurden die allgemelnen Bezeiehnungen ,,Fetts~uren" und 
,,organisehe Basen" eingesetzt und die verwirrende Fiille der chemisehen Einzel- 
namen nach M6gliehkeit vermieden, um in dieser zur ersten Orientierung bestimm- 
ten Zusammenstellung den ~berbliek zu erleiehtern. Genauere Anguben tiber den 
ehemischen Aufbau dieser Stoffe bei S. Fraen~el, Thudichum, Thler~elder. 
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Jene Lipoide, deren chemische Zus~mmensetzung noch nichb 
siehergestellt ist (wie z .B.  Cuorin, Jecorin, Sulfatide), werden d~bei 
nieht beriieksiehtigt. 

Manches scheint fiir eine gemeinsame Bezeichnung der in der Tab. 1 
zusammengestell~en Stoffe mi~ dem Namen ,,Lipoide" zu sprechen, 
und in diesem Sinne glaube ieh, dal~ sieh eine solche Zusammenfassung 
reehtfertigen l~l~tl). Dazu mOehte ich vet  allem folgende Grfinde an- 
ffihren: 

1. Die Lipoide zeigen in ihrem chemischen Aufbuu gemeinsame 
Eigensehaften. Sie alle enthalten eine hohe Fet~s~ure es~erartig an 
einen organisehen Komplex gebunden2). Vielfach kehren die gleichen 
Fetts~uren in versehiedenen Lipoidgruppen wieder, z. B. die PMmitin-, 
die Stearin- und die 01s~ure in Gruppe 1, 2 und 3a, die Lignoeerin- 
und die nahe verwand~e Cerebrons~ure in don Gruppen 3 b und 4. 

2. Abgesehen yon den Fe~ts~uren sind auch ~ndere chemische 
Bes~andteile mehreren Lipoiden gemeinsam, des Glycerin der Gruppe 1 
und 3a, die Phosphors~ure der Gruppe 3a und 3b;  ~uch die gleichen 
organisehen Basen k6nnen in verschiedenen Gruppen wiederkehren, 
z. B. des Cholin in Gruppe 3a und b, des Sphingosin in Gruppe 3b 
und 4. Bet dem Vergleieh aller dieser auf den ersten Blick anscheinend 
verschiedenartigen Lipoide ergibt sich also, de8 diese Munnigfaltig- 
kei~ dutch die versehiedene Gruppierung nur weniger (weft zumeist 
mehreren Gruppen gemeinsamer) organischer Bausteine erzeugt wirda). 

3. Die Lipoide h~ben ahnliche physikalische Eigensehaften, be- 
senders was ihre L6sliehkeit in FettlSsungsmitteln ~nlangt. 

= 

Im folgenden wird uns die Frage beschgftigen, ob diese chemisch 
verschiedenen Lipoidgruppen auch morphologiseh identifiziert~und bet 

1) Dagegcn ist es wohl abzulehnen, wenn etwa auch die zahlreichen Bausteine 
bzw. Abbauprodukte der Lipoide wie Fettsi~uren, Cholin, Cholesterin, Glycerin u. a. 
herausgegriffen und auch diese (wie Abderhalden so treffend bemerkt, ,hetero- 
gensten Verbindungen") schon als Lipoide bezeichnet werden. 

2) Esther bezeichnet ~lle Substanzen Ms Fettstoffe, ,,welche bus einer hSheren 
aliphatischen Verbindung - -  etw~ yon C10 oder Cle an gereehnet - -  bestehen oder 
solehe ehemiseh gebunden enthalten, soweit dieselben die allgemeinen LSslichkeits'- 
verh~ltnisse der Glycerinesterfette besitzen". 

~) Auf diese Zus~mmengehSrigkeit weisen auch folgende Beobaehtungen bin: 
1. Die Stoffwechselversuche yon Hueck und WacIcer tiber die wechselseitige Ersetz- 
barkeit verschiedener Lipoide. 2. Dort, we die 4 erw~hnten Lipoidgruppen im 
KSrper angetroffen werden (in reiehlieherer ~enge im Zentralnervensystem, in 
den Nebennieren und im Blur), sind s~mtliche Lipoide stets sehr innig untereinander 
vermiseht, ja die versehiedenen Lipoide sind gegenseitig so fast verankert~ d~B die 
vollkommen reine D~rstellung und Abgrennung einze]ner Lipoide aus dem Ge- 
menge auf auBerordentlich gro~e Schwierigkei~n stSl~t. (S. Fraenl~el.) 
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der mikroskopischen Betrachtung voneinander ~mterschieden werden 
kOnnen. 

Bisher suchte man auf 2 Wegen der LSsung dieser Frage n~her- 
zukommen:  

1. Dureh parallelgehende histologisehe und chemische Unter- 
suchungen; 

2. dureh Untersuehung der einzelnen isolierten und m5glichst rein 
dargestellten Lipoide mit  den in der mikroskopisehen Technik ge- 
br/~uchliehen l~ rbemethoden  und Vergleichung der an den isolierten 
reinen Pr~paraten erhaltenen Farbt6ne mR den dureh gleiche F/~rbung 
in lipoidhaltigen Gewebssehnitten erzielten FarbtSnen. 

Ad 1. Diese Paralleluntersuchungen befaBten sich ausschlieBlieh 
mR der Frage der ehemischen Zusammensetzung der doppeltbrechenden 
(yon Kaiserling und Orgler im Jahre  1902 entdeekten) Lipoidtr6pfehen. 

Panzer war der erste Chemiker, der sich erfolgreich um die L6sung dieses 
Problems bemfihte. Er extrahierte Organe, welche bei der morphologisehen Unter- 
suehung (Stoerk, Schlagenhau]er) einen besonders rcichen Gehalt an anisotropen 
Lipoiden aufgewiesen hatten, mit Alkohol und heiBem Aeeton und isolierte doppelt- 
brechende Krystalle, die sieh bei der Sudanf/~rbung und bei der Osmierung ebenso 
verhielten, wie die anisotropen Lipoidtr6pfchen in den mikroskopisch untersuehten 
Gefrierschnitten der gleichen Organe. Als ,,integrierende Bestandteile" dieser 
K_rystalle konnl~e Panzer Cholesterin und Fetts/~uren festste]len. Panzer betonte, 
dab die yon ihm dargestellten Krystalle nieht aussehlieBlich aus Cholesterinestern 
best~,nden, sondern aus einem Gemenge yon Cholesterinestern mit anderen un- 
bekannten Substanzen. 

Windaus riehtete bei Untersuchungen, welche das gleiche Ziel veffolgten, 
seine Aufmerksamkeit nur mehr allein auf das Cholesterin und die Cholesterinester 
und zog die Frage, ob neben den Cholesterinestern auch noch andere Lipoide an 
der Bildung der anisotropen TrSpfchen beteiligt sein k6nnten, gar nieht mehr in 
den Kreis seiner Untersuehungen. Windaus stellte fest, dab I~ieren, welche mikro- 
skopisch besonders reich an anisotropcm Lipoid befunden worden waren (Aschof/), 
bei der chemisehen Untersuehung sebr viel mehr ,Cholesterinester und aueh etwas 
mchr freies Cholesterin enable]ten als normale Nieren. Windaus glaubte deshalb, 
mit ,,groBer Wahrseheinlichkeit" annehmen zu dfiffen, ,,dab die doppeltbrechenden 
Stoffc der pathologisch veffetteten Nieren aus Gemischen yon Cholesterylpalmitat 
und Choles~erylole~t bestehen". Bei der Untersuchung atheromat6ser Aorten 
gelangte Windaus, abgcsehen yon einer st~rkeren Mitbeteiligung auch des frelen 
Cholesterins, zu dem gleichen Ergebnis. 

Das yon Windaus beigebraehte Zahlenmaterial  ist sehr eindrucks- 
roll, doeh erlaubt es m. E. einzig und allein don Seh]uB, dab die doppelt- 
brechenden Substanzen Cholesterinester enthalten, dagegen gestat tet  es 
nicht don SchluB, dab die anisotropen Lipoide ausschliel31ich aus 
Cholesterinestern bestehen. 

l~ach Windaus besch~ftigten sieh noeh mehrere andere Untersueher 
mit  der gleichen Frage. Aber ~uch alle diese chemischen und morpho- 
logischen Paralleiuntersuchungen beriicksichtigten wieder ausschlieB- 
lieh nut  die Cholesterinester und das Choles~erin. Der Gedanke der 
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572 It. Kutsehera-Aiehbergen : 

ersten Untersucher (Kaiserllng, Panzer), dag die anisotropen TrSpfchcn 
aus einem Gemenge verschiedener Lipoide bestehen kSnnten, wurde auch 
hierbei gar nicht mehr erwogen und geriet infolgedesscn in Vergessenheit. 

Bei diesen Untersuchungen, welche meist die anisotropen Lipoide mensch- 
licher Nebennieren betrafen (Landau und MciVee, H. Sternberg, Wacker und Hueck, 
Weltmann, Fex), ergab sich wieder, dab der chemisch bestimmbare Gehalt an 
Cholesterinestern und freiem Cholesterin ungefahr die gleichen Schwankungen 
zeigte, wie die morphologisch gesch~tzSe Menge des anisotropen Lipoids. Die 
~bereinstimmung war allerdings keine genaue, sondern es kam auch vor, daft 
anscheinend an anisotropen Lipoiden reichere Nebennieren weniger Cholesterin- 
ester enthielten als morphologisch lipoidirmere Nebennieren. Auf diese schon 
yon Landau und McNee beobachteten Unregelmi~igkeiten hat besonders Fex 
hingewlesen. Kompliziert wird die Beurteilung noch dadurch, dag auch Organe, 
die bei der mikroskopischen Untersuchung ffei yon anisotropen Lipoiden gefunden 
werden, doch Cholest~rinester enthalten kSnnen, z. B. die Nebennieren des Schweines 
und des Ochsen (Biedl, Baumer) and menschliche Nebennieren, wenn der Chole- 
sterinestergehalt unter 0,25% des feuch~en Organgewichtes (das entspricht ctwa 
1% der Troekensubst~nz) liegt. 

Zur Kl~rung dieser Frage wurde aueh der Tierversueh herangezogen. Wenn 
man Herbivore mit sehr groBen Cholesterinmengen monatelang sehoppt, dann 
nimmt die Menge der anisotropen Lipoide in den Nebennieren der Versuehstiere 
zu, und au~erdem werden auch aniso~rope Lipoide in den Retieuloendothelien 
(besonders der Leber und der Milz) und in der Gef~Swand der Versuchs~iere ab- 
gelager~ (Rothschild, H. Sternberg, Anitschkow, Soper). 

Daraus g]aubte man wieder den Sehlufl ableiten zu dfiffen, dab das ~nisotrope 
Lipoid aus Cholesterinestern bestehe. Da aber bei den mit Cholesterin geschoppten 
Iterbivoren l) nicht nur die Cholesterinester, sondern auch die Phosphatide und 
die Glycerinester im Blutserum an Menge 8ehr betri$chtlich zunehmen ( Wacker und 
Hueck), ist es nieht allzu fernliegend, an die M6gliehkeit zu denken, dab auch an 
der vermehrten Bildung der anisotropen Lipoidtr6pfchen in den Geweben Phos- 
phatide und Triglyceride beteiligt sein k6nnteni Dafiir sprieht ferner auch die 
Beobaehtung, dag reiehlichere Lipoidablagerungen in den Organen nut dann 
entstehen, wenn neben reinem Cholesterin gleichzeitig auch andere Lipoide (Gehirn, 
Leber, Ei, 01) vefffittert werden (Lit. bei Sch6nheimer). 

Aus allen diesen miihevollen ehemischen und morphologischen 
Paralleluntersuehungen kann also nut  das eine mit  Sieherheit gefoigert 
werden: Die anisotropen LipoidtrOpfchen in normalen Nebennieren, 
in pathologisch verfet teten Nieren, Aorten usw. entha~ten regelmgBig 
Cholesterinester und freies Cholesterin. Die Frage, ob neben den 
Cholesterinestern nicht aueh andere Lipoide an der Bildung der aniso- 
t ropen Tr6pfehen beteiligt seien, ist noch often; ja munehe Erfahrungen 
spreehen dagegen, d~g die anisotropen Lipoide ausschliefllich aus 
Cholesterinestern und Cholesterin bestehen, so insbesondere die 
Beobaehtung yon Dietrich, dag die doppeltbreehenden Lipoide im Ge- 
webe in der Regel auch nach Smith f~rbbar seien. Wie wir spgter sehen 
werden, sind ja weder Cholesterinester noch Cholesterin naeh Smith 

i) Die Carnivoren reagieren auf Cholesterinffitterung nicht mit Speicherung 
anisotroper Lipoide (H. ~gternberg, Anitsd~kow). 
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f~rbbar, sondern diese F/~rbung diirfte dutch tin (~lso in der Regel 
an Cholesterinester gebundenes) Phosphatid bedingt sein! (S. S. 578 und 
590,) Diese (~uf histoehemisehen Beobaehtungen beruhende) Sehlul]. 
folgerung land ieh bei ehemisehen Untersuehungen best~tigt: Die 
Atherom~tose der Gef~$e ist wohl eines der bekanntesten Beispiele 
der sog. Cholesterinesterverfettung. In  atherosklerotischen Arterien 
nun konnte ich neben der Cholesterinvermehrung stets such eine bedeutende 
Vermehrung des lipoiden (gtherl6slichen) Phosphors naehweisenl). 

Naeh alledem ist es vielleicht besser, den yon Kaiserling vorge- 
sehlagenen, mehr allgemeinen Ausdruek ,,Lipoidosis" fiir die aniso- 
trope Verfettung beizubehalten, denn die Bezeichnung ,,Cholesterin- 
esterverfettung" wiirde bedeuten, dal~ ausschliel~lieh Cholesterinester 
an der Bildung der hierbei auftretenden LipoidtrSpfehen betefligt 
seien. 

Zu ~unkt 2 (vgl. S. 571) ist folgendes zu bemerken: Die in den Ge- 
weben enthaltenen Lipoide kSnnen nicht nur nach ihrem optisehen 
Verha]ten (yon welchem im vorhergehenden Absehnitte die Rede war} 
in isotrope and anisotrope gesehieden werden, sondern sie kSnnen such 
dureh die histologisehen F~rbemethoden in versehiedenen Farben 
bzw. in verschiedenen FarbtSnen dargestellt werden. Da diese F~rbe- 
methoden sehr mannigfaltig sind, ist uns die MSgliehkeit gegeben, die 
Lipoide noeh welter in ziemlich zahlreiehe Gruppen zu scheiden. Es 
fragt sieh nun, ob den in gleicher FarbtSnung f~rbbaren Lipoiden 
stets such die gleichen chemischen Verbindungen entspreehen, und ob 
die mit dem Mikroskop unterseheidbaren versehiedenen Lipoidgruppen 
aueh ehemiseh versehiedenen, bestimmten Lipoiden entsprechen. Die 
LSsung dieser Frage versuehten mehrere Autoren in der Weise, dal~ 
sie ehemisch mSgliehst rein isolierte Lipoide, Lipoidabbauprodukte 
und kiinstlieh bereitete Lipoidgemisehe in Emulsionen oder in feiner 
Verteilung auf Glasplatten, Zigarettenpapier oder Filtrierpapier 2) mit~ 
den in der Histologie gebr~uchliehen F~rbemethoden und such beziig- 
lieh ihres Lichtbreehungsverm6gens untersuehten. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen sind yon AsehoN, Kawamura und yon Escher in 
ausffihrlichen Tabe]len zusammengestellt worden. 

Obwohl wir in diesen Tabelten die f~rberisehen und optisehen 
Eigensehaften der meisten bekannten Lipoide verzeiehnet finden, er- 
geben sieh doch die gr6Bten Sehwierigkeiten, sobald wir versuchen, an 
der Hand dieser Tabellen zu ermitteln, ob irgendein bestimmtes Lipoid 

1) Diese Vermehrung kann mehrere hundert Prozent betragen; es wird d~riiber 
an anderer Stelle ausftihrlicher berichtet werden. 

2) Die mit Lipoid getrgnkten Papierstreifchen kSnnen ebenso wie Gewebs- 
schnitte behandelt (fixiert, geh~rtet, gebeizt, gef~rbt, differenziert) werden (R. Alt- 
mann, Wlassalc, Escher). 
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in einem Fett trSpfchen des Gewebes vorhanden sei oder nicht. Wenn 
wir beispielsweise feststellen wollen, ob ein doppeltbrechendes Lipoid- 
trSpfchen Lecithin enth~lt, dann nfitzt es uns recht wenig, dab wit 
genau wissen, in welehen FarbabtSnungen chemisch reines Lecithin bei 
Anwendung best immter  F~rbungen erscheint. Da Lecithin in chemisch 
re~nem Zustande, also unvermischt, im Organismus i~berhaupt nicht vet. 
kommt, k6nnen wir ]agar nicht erwarten, daft es in einem LipoidtrSp]chen 
des Gewebes die gleichen Farbnuancen zeigt wie in reinem Zustande. 

Ich gehe daher im folgenden au~ die feineren Farbabstufungen,  die 
beispielsweise f fir die Fi~rbung mi t  Nilblausulfat yon Kawamura mit  
so grol~er Genauigkeit verfolgt worden sind, gar nicht welter einl). 
Wenn wir dagegen nut  solche Methoden berficksichtigen, welche bei 
bes t immten Lipoiden ein positives, bei anderen dagegen ein v611ig 
negatives Resultat  ergeben, ist eine Beurteilung, welche Lipoide vor- 
liegen, sehon eher mSglich. Zur Orientierung fiber diese Verh~ltnisse 
habe ich in der Tab. 2 die wichtigsten morphologischen Gruppen- 
reaktionen zusammengestellt~). Ich habe reich auch hier auf die An- 

Tabelle 2. Farbreaktionen yon Z@oiden in reinem (isollertem) Zusiande. 

Markscbeiden- 'E 
~ ~= farbungen~) .~ 

1. Glyeerinester . . . . . . . . . . . . . . . .  
2. Cholesterinester . . . . . . . . . . . . . . .  
3. Phosphatide: a) uugesattigte; Beispiel: Lecithin4). 

b) gesattigte;Beispiel: Sphingomyelin 
~. Cerebroside-Sphingogalaktoside . . . . . . . .  

§ 

1) Reines Lecithin wird naeh Kawamura dutch l~ilblausulfat ,,bl~ulieh" ge- 
f~rbt. Die LipoidtrSpfchen in der Nebenniere ergeben nach dem gleichen Unter- 
sncher mit l~ilblausulfat ,,r6tlich-bl~uliche, rot-blaurote oder blan-blaurote" Farb- 
tSne. Wer wollte entseheiden, welcher yon diesen 3 Farbt6nen ffir einen Gehalt 
an Lecithin sprieht ? 

~') Die Unterlage fiir diese Zusammenstel]ung sind die fibereinstimmenden 
Befunde yon Ascho[1, Kawamura und Escher, yon deren Richtigkeit ieh reich dureh 
eigene i'qaehpriifungen gleiehfalls fiberzeugen konnte, l~ur bezfiglich des Sphingo- 
myelins und der Cerebroside sind wir auf die Untersuchungen yon Kawamurv~ 
aUein angewiesen; fiber die Eigenschaft der Doppel breehung liegen beim Sphingo- 
myelin aueh gleiehlautende iY[itteilungen yon Thudichum und yon Rosenheim vor. 

8) Vgl. hierzu Tab. 3. 
4) Des Cephalin zeigt keine Doppelbreehung, verh~lt sieh abet im fibrigen 

wie das Lecithin (Kawamura). 
5) Von Kawamura wird gelbrote F/irbnng angegeben; ieh fend diese F~rbung 

nut/~ul~erst sehwach ausgepr~gt; wenn man die Filterstreifen nicht mit sehr kon- 
zentrierten LeeithinlSsnngen (deren Eigenfarbe aber die Sudanl~rbung fast v611ig 
verdeekt) besehickt, erhMt man liberhaupt l~eine F~rbung mit Sudan. Ebenso 
seheinen sieh die ges~ttigten Phosphatide und die Cerebroside zu verhalten, yon 
welchen ieh a llerdings keive reinen LSsungen znr Verftignng hatte (vgl. Tab. 6). 
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ftihrung der wichtigsten und ftir d~s Ver- 
st~ndnis der folgenden Aus~iihrungon un- 
entbehrlichen t~e~ktionen beschr~nkt, d~ 
dutch die Anftthrung ~ller der z~hlreichen 
geprtiften F~rbemethoden die Obersioht- 
lichkeit verloren ginge. Beztiglioh der Ein- 
zelheiten verweise ich 8uf die 8usffihrliohen 
Tsbellen yon Kawamura und yon Escher. 

Aus der Tsb. 2 ist folgendes zu ersehen! 
1. Die Eigensch8ft der Doppelbrechung 

wird nur bei den Glycerinestern v011ig ver- ~ 
miBt. 

2. I)ttroh Sudan sind Glycerinesger und 
Cholesgerinester gut f~rbbar, Phosphs~ide 
und Cerebroside abet sohleoht oder gar niohg 
~rbbar .  

3. Nach denWeigertschenMarkscheiden- 
~rbungen  nnd deren Modi~ikationen (ira 
folgenden gektirzt als W. F. bezeichnet) and 
nach Ciaccio bleiben Glycerinester und Cho- 
lesterinester ungel~rbt, Phosphatide dagegen 
werden gef~rbt~). "~ 

Da wir uns mit dem W.F. im ~olgenden noch 
besch~tigea miissen, mSchte ich mit einigen 
WorSen auf die gebr~uchlichsten n~ch diesem 
Prinzip ~-er]au~enden F~rbuagen eingehen: Die 
Weigertsche Originalmethode und die Modifika~io- 
hen derselben nach Kultschitzl~y, Benda, ~pletmeyer 
und n~ch Smith. Alle diese F~rbungen zeigen im 
wesentlichen einen gleichen Verlauf: 1. ]3eizung 
(,,I-I~r~ung") des Lipoids mit einem Metallsalz, .~ 
2. F~rbung mit gereifter ulkoholischer tt~matoxy- 
liniSsung, 3. Dfffe~'enzierung (s. T~b. 3). r 

D~ sich die F~rbungen g~nzer Stiicke schoa 
wegen der d~zu no~weadigen lungen Zei~ (bei der 
Weigertschen 0rigin~lmethode mehrere Mon~te) 
zu system~ischen Untersuchungen nicht eignen, 
babe ich diese ~rbungen nut gelegen~lich ~n- 
gewendet und reich vorwiegend mit den ~0a. 
Ge~riersehnitte uusge~rbeite~en Me~hoden be- 
sch~tig~. Von diesen steht die F~rbung n~ch 
Smith der Originulme~hode yon Weigert e~m 
n~chsten, d~ die gleiche Beize und die gleiche 
Dil~erenzierungsfltissigkeit ~ngewende~ wird, w/~h- 

i) Kawamura gib~ ~n, d~l] ~uch Cerebroside 
n~ch den W. F., nicht ~ber .auch Ciaccio fhrbb~r 
seien. 

o 

o 

0~ 

bt 

..I 

+ ~  - 

; �9 
;~ + ~  ~ 

o 

h o  



576 It.  Kutschera-Aichbergen : 

rend Spielmeyer und Benda ubweichend yon Weigerts Vorschriften Eisenalaun 
(sehwefelsaures Eisenammoniumoxyd) zur Beizung verwenden. 

W e n n  wir j e t z t  zu unse rem fr i iheren Beispiel zuri ickkehren,  so l~I~t 
sich folgendes sagen:  W i r d  ein L ipo id t rSp fchen  des Gewebes durch  die  
W . F .  gef~rbt  (n~mlich geschw~rzt) ,  d a n n  is t  na t f i r l ich  d~r~n zu denken,  
dab  es Lecithin en tha l t en  k6nnte ,  denn  a u c h  reines  Lec i th in  wird  durch  
diese F ~ r b u n g e n  geschw~rzt .  Al lerdings  l~l~t sich diese Schlu~folgerung 

keineswegs m i t  Sicherhei t  ziehen, denn  es kSnn ten  ja  auch andere 
Subs tanzen  durch  die  W.  F.  geschw~rzt  werden.  Tats~chl ich  is t  much 
gerade  dieser  P u n k t  noCh ums t r i t t en .  

In  erster Linie hat man n~mlich daran gedacht, dab Cholesterin oder irgendeine 
Cholesterinverbindung die Grundlage der W.F, sein mfisse, da gerade die doppelt- 
brechenden Lipoidtr5pfchen in der Regel aueh nach Smith [sowie nach Ciacciol)] 
d~rstellbar sind (Dietrich, Kaiserling). Nun verhalten sich abet reine Cholesterin- 
ester und Cholesterin gegen die W.F. vollst~ndig negutiv! 

Ffirs erste sehien zwar die Meinung, dal~ doeh Cbolesteringemisehe die Grund- 
lage der W.F. seien, bestatigt zu werden. L. Smith und W.'Mair haben in ihrer 
,,Untersuehung fiber die Prinzipien, welche Weigerts M~rkseheidenf~rbung zugrunde 
liegen", die Meinung vertreten, dal~ Fetts~ure-Cholesteringemisehe, insbesondere 
01s~ure-Cholesteringemisehe das Substrat der W.F. seien, und dab solehe Gemisehe 
sich besonders gut naeh der yon Smith und Mair angegebenen Modifikation der 
Weigertsehen Originalmethode [in der deutsehen Fachliteratur unter der Bezeieh- 
nung ,,Lipoidf~rbung nach Smith-Dietrich" bekannt~)] f~rben lassen3). 

In  gleiehem Sinne ~ul~erte sich Xawamura. Escher dagegen land naeh der 
gleichen lgethode bei den ,,versehiedensten Misehungen yon Fetts~uren und 
Oholesterin" niemals eine der l~rbung der Gewebslipoide entsprechende Sehwarz- 

1) Aueh diese Methode ,,stfitzt sich auf die Tatsaehe, da~ das Lecithin und 
andere Lipoide derselben Na~nr (Protagon) naeh einer geeigneten Behandlung mit 
all~alisehen Bichromaten unl6slich in den gew6hnlichen Fettl6sungsmitteln werden" 
(Ciaccio). Anstatt  mit H~matoxylin, wie Weigert, fgrbt Ciaccio mit Sudan. 

~) Die yon Smith und Mair verSffentliehten Vorsehriften fiir diese ]?&rbung 
lauten: Beizung in ges~ttigter Kaliumbichromatl6sung, F&rbung ,,at 37 ~ in Kult- 
schitzkys acid haematoxylin for a few hours (4--6) and then differentiate over 
night in Weigerts solution of potassium, ferrieyanide and borax". Schon Smith 
und Mair haben diese F~rbung such auf Lipoide augerhalb des Zentralnerven- 
systems angewendet und diese Autoren haben auch eingehend den EinfluB der 
Cha'omierungsdauer untersueht. Genau genommen sollte die F~rbung also wohl 
naeh Smith und Mair benannt werden. Der Kfirze halber wird im fo]genden die 
Bezeiehnung Smithsehe Fgrbung angewendet. Dietrich land bei Anwendung der 
Smithsehen l~rbung eine 24--48stiindige Chromlerungsdauer am brauehbarsten 
und hat bei dieser Anordnung Lipoide in sehr zahlreiehen Organen ,,i~rben" kSnnen. 

s) Diese, wie ieh vorwegnehmen will (s. Tab. 4), irrige Vorstellung wurde yon 
Dietrich in die deutsche Literatur iibernommen. Trotz eines eigenen negativen 
l~rbeversuehes mit reiner 01s~ure (fiber eine Untersuehung irgendweleher aus 
reinen Substanzen bereiteter Cholesteringemische wird yon Dietrich selbst nlchts 
berichtet) meinte Dietrich, ,,dag die Smithsehe Methode sich so ausgestalten l~I~t, 
dab sie mit groter Seh~rfe die Anwesenheit yon Cholesteringemischen zu erkennen 
gestattet, selbst da, wo das bisher vorherrsehende morphologische Kriterium der 
Dqppelbreehung fehlt". 
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f~rbung, sondern hSehstens F~rbung in der ,,Intensit~t sines rel~tiv blassen Lila". 
Da Escher sine solche Sehwarzf~rbung mit den W.F. nur beim Lecithin erhielt, 
glaubte er, dab die Weigert-positive Substanz mit Lecithin (Summe aller Substanzen, 
welche man heute Lecithin, Protagon usw. nennt) identisch sei. 

Wegen dieser widerspreehenden Angaben habe ich die F~rbburkei t  
versehiedener Fe t t sguren  und Fetts~ure-Cholesteringemisehe nuehge- 
prtift  (s. Tab.  4). 

Tabelle 4. (Nach eigenen Untersuchungen.) 

Weigert F~rbemethode nach: Spiel- Benda Smith giaecio ~) Originalme~hode meyer" 

()lsgure 
Palmitins~iure 
Stearinsaure 

Palmitins. 4- Stearins. 4- Cholesterin 
01s~ture 4- Cholesterin 

Lecithin Merck 
Cholesterin Merck 

f Markscheiden 
r r  

~ ] Nebenmeren 
~ ~ ] Atherosklerotische Arterien 

:~ [ Nieren 

§ 

4- 
4- 

§ 
• 

T 
§ 

4- 

m 

4- 

§ 

• 
§ 

4- 
4- 
+ 
4- 

§ 
4- 

4- 

Es zeigt sich, d a $  zwar mit  den F~rbungen nach" Spielmeyer, Benda 
und andeutungsweise  ~uch nach  Ciaccio Fetts~ure-Cholesteringemisehe 
positive Resul ta te  ergeben, dal~ aber gerade die umstrittene Fiirbung 
nach Smi th  diese Gemische nicht darstellt. 

Filterstreifen, welehe mit Olsi~ure-Cholesterin getr~nkt sind, nehmen bei der 
F~rbung n~eh Smith, besonders wenn eine l~ngere Chromierung vorausgegangen 
ist2), einen blaBgrauen Farbton an. Ja sogar leeres~ fettfreies Filtrierpapier s) zeigt 
die gleiche Erseheinung, wenn dus Filtrierpapier nach effolgter Chromierung nieht 
sehr grfindiieh gew~ssert worden ist. Vielleieht haben Smith und Kawamura 4iese 
bl~[3graue F~rbung als positives F~rbeergebnis gebueht, well sis keine Kontrollen 
mit leeren fettfreien Papierstreifen anstellten. ]:)ann ware der Widerspruch gegen- 
fiber Eschers Ergebnissen, die durch meine Untersuehungen durehaus best~tigt 
werden, erkl~rta). 

Wenn man einen Filterstreifen zl~r H~lfte mit 01s~ure-Cholesterin tr~nkt, zur 
anderen tIi~lfte leer l~l~t, so erseheint naeh beendeter Fi~rbung die mi~ 0Isi~ure- 
Cholesterin getri~nkte Halfte andeutungsweise dunkler als die leers Hglfte. Dieser 

1) Kawamura gibt bei 01s~ure, abweiehend yon meinem Bdunde, positive, 
dagegen bei 01s~ure-Cholesteringemisehen negative Fi~rbung nach Ciazcio an. 

2) Ieh machte Versuche mit bis 3wSchiger Vorchromierung. 
a) Das Filtrierp~pier, welches yon der Fabr~ (Sehleieher und Schfill) fettfrei 

geliefert wird, wurde zur Vorslcht mehrere Tage mit Xther und Alkohol vor- 
behandelt. 

4) Auf andere r Einzelheiten, welehe den widerspreehenden F~rbe- 
ergebnissen zugrundeliegen kSnnten, will ieh nieht ngher eingehen, verweise nur 
darauf, dab beispielsweise Kawamura manehe Lipoide (welehe ?) vor der F~rbung 
,,fiber der Flamme (!) knetete", 
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Unterschied wird w~hrend der ansehlieBenden Differenzierung abet nieht etwa 
deutlicher, sondern er schwindet immer mehr. Ieh glaube, dab dieses Verhalten 
im Vergleieh zur Fgrbbarkeit der Gewebslipoide als negatives Fgrbeergebnis 1) 
verzeichnet werden muB, da ja die Gewebslipoide dutch die Smithsehe Fgrbung 
intensiv blauschwarz dargestellt werden und diese F~rbung aueh nach 12 und mehr- 
stiindiger Diiferenzierung beibehalten. 

Es ergibt sieh also (vgl. Tub. 4) folgendes: Wenn ein Lipoidtrgpf- 
chen im Gewebe nach Spielmeyer, Benda oder nach der Weigertschen 
Originalmethode f&rbbar ist, dann kann darin sowohl sin Gehalt an 
Fetts&uren (besonderes 01s&ure) als auch ein Gehalt ~n Lecithin vet- 
muter  werden. Dagegen entbehrt  (wie ich Escher beistimmen muB) 
die gegenw&rtig so weir verbreitete Annahme, dab die dutch die Smith- 
sehe F&rbung in den Gewebslipoiden zu erzielende Blanschwarzl&rbung 
auf Cholesterin-Fetts&uregemische zurfickzufiihren sei, jeder tats&ch- 
lichen Unterlage. 

Es ist allgemein anerkannt  (Kawamura, Escher), dab reine 
Cholesterinester, reines Cholesterin und ebenso die Glyeerinester nach 
der Methode yon Smith nicht dargestellt werden. Von den Lipoiden, 
deren F&rbbarkeit in chemisch reiner Form bisher fiberhaupt unter- 
sucht ist, zeigen nur die Phosphatide (naeh Kawamura auch die Cere- 
broside) bei der Smithschen F&rbung Eigenschaften, welche mit  tier 
F&rbbarkeit der Gewebslipoide vergleichbar sind~). Unter  diesen 
StoHen ist der bek~nnteste und am h~ufigsten gepriifte das Lecithin. 
Dieses ergibt bei der Smithschen F~rbung (wie auch Escher berichtet 
hat) eine gleich intensive Blauschw~rzfarbung wie die Gewebslipoide; 
diese F&rbung widersteht 12stiindiger Differenzierung und ist sogar 
nach 24stiindiger Differenzierung noch deutlieh. Lecithin f&rbt sich 
ebenso wie die M~rkseheiden und ein groBer Teil der Smith-positiven 

1) Eseher hat ~ngegeben, dab die Fetts&uren deShalb nach Smith-Dietrich 
nieht ~&rbb~r seien, weft sic in essigsaurem H&matoxylin ge]6st werden wiirden. 
Ieh priifte die F&rbbarkei~ yon 01s~ure-Cholesteringemischen bei Verwendung yon 
H~matoxylinl6sungen mit versehieden abgestuftem (0%, 0,01%, 0,1%, 1% und 2%) 
Essigs~uregehalt nnd kombinierte diese FarblSsungen mit versehiedener Vor- 
behandlung und mit versehiedenen Differenzierungsmethoden (vgl. Tab. 3). Dabei 
erg~b sich, d~B es fiir den Ausfall der F~rbung yon 0]s~ure-Cholesterin ganz g]eich- 
giiltig ist, ob das I-I~matoxylin viel~ wenig oder gar keine Essigs~ure enth~lt, sondern 
dal~ die F&rbbarkelt nut yon tier Vorbehandlung abh~ngt. Beizung mit Eisenalaun 
ergibt stets positive (blausehwarze F~rbung!), Beizung mit Kaliumbiehromat 
dagegen negative Resultate. 

2) Die morphologisch-~rberisehen Eigensehaften der Selden, welche yon 
Kawamura, Fischler und andern ~usfiihrlieh geschildert worden sind, haben an 
Interesse verloren, seit Jarisch naehgewiesen hat, dab in den Tierk6rper eingeffihrte 
Seifen in~olge der physiologisehen Bedingungen sofort hydrolysiert werden miissen, 
dab es fo]glieh ,,ira Blur und in den Geweben praktiseh keine Seifen geben kann". 
Aus diesem Grunde gehe ich auf die Farbreaktionen der Seifen (bei welchen ieh 
zum Toil andere Ergebnisse als Kawamura iand) nieht naher ein. 
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Lipoide auch nach Spielmeyer, Benda, Ciaccio und nach der Weigert~ 
sehen Originalmethode. 

Aber dfirfen wh' uns mit dieser Feststellung begnfigen? Beweist 
die Fhrbbarkeit eines LilooidtrSpfchens llach Smith und nach den 
andern Markseheidenmethoden die Anwesenheit yon Phosphatiden, 
insbesollders yon Lecithin oder yon Cerebrosiden in diesem Tr6pfchen ~. 

Die Verh~iltnisse in den Geweben sind doch viel kompliziertere als 
nnsere bei der Prfifullg reiner Subst~nzen vorliegenden Untersuchtmgs- 
bedingungen. Innerhalb der Zellen k6nnen ja mannigfache andere, 
neben den Lipoiden vorhandene Substanzen den Ablauf der Farb- 
reaktionen beeinflussen! Es k6nnten folglich die Lipoide in den Ge- 
weben eine andere F~rbbarkeit zeigen als in reinem Zustande. Es 
schien mir daher notwendig, die mit der Untersuchung reiner Sub- 
stanzen gewonnenen Ergebnisse auch yon einer anderen Seite her 
nachzuprfifen. Vor dem Berieht fiber diese Untersuchungell m6ehte 
ich mir kein Urteil fiber den Wer~ der versehiedenen F~rbemethoden 
erlauben. 

Wie sehon erw~hnt, kommen Lipoide in ehemiseh reinem Zustande 
im Organismus kaum vor, sondern es handelt sieh stets um die Be- 
urteilung yon Lipoidgemischen. Darauf hat schon Ascho]] hingewiesell. 
Ascho]] meint allerdings, es miisse ,,ein kiinftiger Forscher sich der 
miihevollen Arbeit unterziehen, alle in Betraeht kommenden K6rper, 
sobald sic erst rein dargestellt sind, in verschiedenen Emulsionen mid 
in versehiedellster Mischung bei versehiedensten Temperaturen zu 
nntersnchen". 

Aber eine kurze 
ganz aussichtsloses 
Lipoide, und jedes 

~berlegung ergibt, dab das ein yon vornherein 
Beginnen ware. Es gibg so viele verschiedene 
dieser Einzellipoide kann in verschieden grol3en 

Mengen vorhanden sein, dab die Zahl der sieh ergebenden Kombina- 
~ionen eine ganz ungeheure ist; es ware aueh bei der I4erstellung yon 
Tausendell yon Gemischen nicht zu erwarten, dab man ztff~llig quanti- 
tativ and qualitativ den natiirlich vorkommenden Gemisehen ent- 
sprechende Gemenge erhalten kSllntel). 

Ieh habe daher niehg die mOglichst rein isolierten Einzellipoide, 
wie Ascho/], Kawamura und Escher, sondern im Gegenteil die natfir- 
lichen Lipoidgemisehe, welche ill den Geweben vorliegen, zur Grund- 
lage aller weiteren Untersuchungen gemaeht. Es schien mir aussiehts- 
reicher, zu versuchen, yon den fertigen llatiirlichen Gemischen dutch 
stufenweisen Abbau zu einfaeheren Verbindungell zu gelangen, als 

1) Kawamura hat 6 verschiedene Lipoidmischungen (eine im Yergleich der 
rnSglichen Kombinationen verschwindend kleine Zaht!) untersucht, ohne die 
~/[engenverh~l$nisse der einzelnen t(omponenten dieser Mischungen anzugeben. 
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umgekehrt den Versueh zu machen, mi~ den isolierten Einzellipoiden 
ein den nat~. lichen Lipoidverbindungen ~hnliches kfinstliches Gemenge 
zusammenzusetzen. 

Sehr erleichtert wird dieses Beginnen daduroh, da~ wir ehemisch 
gegenw~rtig viel besser fiber die Zusammensetzung der Lipoide unter- 
richter sind als etwa zu der Zeit, in weleher die doppeltbrechenden 
Lipoide zum erstenmal die Aufmerksamkeit der Histologen auf sieh 
lenkten. Es ist gegliiekt, dureh fraktionierte Extraktion der getroek- 
neten Organe die verschiedenen Lipoidgruppen voneinander zu trennen. 
Wenn man beispielsweise mit Aceton zu extrahieren beginnt, nach 
ersehSpfender Aeetonextraktion eine ~therextraktion und an diese 
eine Alkoholextraktion ansehliel~t, so erh~lt man im Acetonextrakt 
alle Glyeerinester, Cholesterinester (aul~erdem Fetts~uren und Cholesterin) 
sowie die aeetonlSslichen Phosphatidel), im ~therextrakt die unge- 
sattigten Phosphatide (z. B. das Lecithin) und im Alkoholextrakt die 
gesattigten Phosphatide und die Cerebroside. 

~ezfiglich der eingehenderen Beschreibung dieses Extr~ktionsveffahrens und 
der dutch chemische Analysen belegten ]3egrfindung verweise ich auf die Mit- 
teilungen yon S. FraenI~el, Beumer, Erlandsen, Thudichum. Besonders bestimmt 
driickt sich FraenI~el aus: ,,Man erh~lt dutch dieses Verfahren (namlich dutch 
die fraktionierte Extrak~ion) eine glatte Trennung der Hauptgruppen." 

Dutch eine solche Extraktion effolgt aber nut eine ganz grebe 
Trennung der versehiedenen Lipoidgruppen, und zur weiteren l%einigung 
und Darstellung der einze]nen Lipoide ist eine weitere Aufarbeitung 
der einzelnen Extrakte notwendig. Es ist, wie ieh glaube, kein I~ach- 
teil, sondern eher ein Vortefl, daG man bei einem solehen Verfahren 
vorerst noah nieht zu ganz reinen Produkten gelangt, denn die Bei- 
misehungen, welehe den nur in groben Umrissen getrennten Lipoid- 
gruppen anhaften, sind ja die natfirlieh vorkommenden, welohe auch 
im Gewebe mit diesen Lipoidgruppen vereinigt waren. Wenn man erst  
einmal fiber die Eigensch~ften der H~uptgruppen unterriehtet ist, 
kann man sparer noch immer durch weitere Spaltung und Reinigung 
der Extrakte allm~hlieh zu immer einfaeheren Verbindungen und 
sehliel~iich zu den reinen Lipoiden gelangen (s. S. 589). Ieh bin daher 
aueh bei der Untersuchung mit histologisehen Methoden diesem dureh 
die eingehenden chemischen Untersuchungen der letzten Jahre er- 
schlossenen Weg gefolgt. Ieh versuchte dutch eine schrittweise Lipoid- 
extraktion in Verbindung mit histologischen und ehemisehen Unter- 
suehungen einen Uberbliek fiber die Leistungsf~higkeit morphologischer 
Lipoiduntersuehungen zu gewinnen. 

Als erstes Objekt ffir diese Untersuehungen w~hlte ieh die Neben- 
nieren. Es ist dutch eingehende chemisohe Untersuehungen (an Sguger- 

1) Siehe Anmerkung 1) S. 588 und Anmerkung z) S. 590. 
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nebennieren)  festgestell~ worden,  dal3 die Nebenn ie ren  n e b e n  Glycer in-  
und  Choles ter ines tern  aueh reiehl ieh Leci th in ,  ~erner Cephalin,  Sphingo-  
myel in ,  Cerebroside s o m e  aee~onlOsliehe P h o s p h a t i d e  en tha l t en  
(Alexander, Nerking, Wagner, Rosenheim and Tebb, Beumer). I eh  
se lbs t  l a n d  auch in mensehl ichen Nebenn ie ren  bei  ehemisohen Unte r -  
suehungen  e inen hohen  Gehal t  an  l ipoidem Phosphor1).  

Es  sehein t  dahe r  gerade  bei  der  Nebenniere  besonders  aussieh~s- 
reich, die wieh t igs ten  L ipo idgruppen ,  besonders  aueh die P h o s p h a t i d e  
morphologiseh  zur  Dars te l lung  zu br ingen.  

Gang der Untersushung. 

Lebenswarm entnommene lipoidreiehe Nebennieren werden in Scheiben zer- 
schnitten und mehrere Stunden bei Zimmertemperatur in 10 proz. Formol fixierta). 
Von diesem Material werden einige ttundert ungefghr je 5--10 ram dicke Geffier- 
schnitte ~) angefertigt. Einige dieser Gefriersehnitte werden in der tiblichen Weise 
mikroskopiseh nntersueht (Doppelbrechung, Sudan, Smith usw.), die fibrigen 
werden mit 100 ecru Aceton tibergossen. Im Verlaufe der n~chsten 3 Stunden 
schiittelt man die in der Brutkammer bei 40 ~ belassenen 4) Gefriersehni~te mehr- 
reals in Aceton auf: Dann wird die lipeidgetrgnkte AcetonlSsnng abfiltriert und der 
Filterriiekstand mit den im Glas lrdeben gebliebenen Gefrierschnitten vereinigt. 
In  gleicher Weise werden die Geffiersehnitte noch 3real mit frischem Aceton 
extrahiert. Naeh beendeter Acetonextraktion werden wieder Proben aus den 

1) Dartiber wird an anderer Stelle berichtet werden. 
8) Ich bin mir wohl bewuBt, dab die Einwirkung des Formols auf die Gewebe 

nicht gleichgtiltig ist und die Ergebnisse der Extraktion im Vergleich zu ,,un- 
fixiertem" Material gndert. Da abet fast sgmtliche histologischen Lipoidstudien 
an fixiertem, und zwar meist an in Formol fixiertem Material gemach~ women 
sind, und da ferner die Herstellung einer groI~en Anzahl sehr diinner Gefrierschnitte 
nur an fixier~em Material gelingt, mugte ich fiir diesen Abschnitt meiner Lipoid- 
untersuehungen, welcher die Herstellung vieler diinner Gefrierschnitte effordert, 
fixiertes Material verwenden. Um den Fixationsfehler m5glichs~ zu verringern, 
habe ich mSgliehst kurz in der Kgl~e fixiert und die Sehnitte dann sofort in Wasser 
ausgewasehen. Bei dieser Untersuchung habe ieh die M6glichkeit einer Beein- 
flussung der Extraktionsergebnisse dureh die vorhergegangene Fixation nie aus 
dem Auge gelassen und stets parallellau[ende ergdinzende Untersuchungen an un- 
fixiertem Material ange]iigt (s. S. 584, 586--587). Ubrigens kann aueh der ge- 
wShnliche ehemische Untersuchungsgang nicht eine Fixation des Materials ver- 
meiden, wenn man unter Fixation eine ktinstlich bewirkte Koagulation des Gewebs- 
eiweifles versteht. Unter der Einwirkung des Aeetons und mehr noeh unter der 
Einwirkung siedenden absoluten Alkohols komm~ es stets zu einer ,,Fixation" 
im histologisehen Sinne. 

3) Bei einiger Ubung is~ es leieht, so dtinne Schni~te in so groBer Zahl her- 
zustellen, da in Formol fixierte Nebennieren am Gefriermikrotom besonders leicht 
schneidbar sind und da es ja nieht sehadet, wenn manehe Sehnitte zerrissen sind; 
dagegen miissen alle etwas diekeren Sehnitte herausgesucht und yon der weiteren 
Untersuehung ausgeschaltet werden, da dicke Sehnitte ja nur nnvollkommen 
extrahiert wtirden. 

4) Weft die Lipoide dutch warmes Aceton schneller extrahiert werden als dttrch 
kaltes (S. 2'raenlcel). 
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Gefrierschnitten entnommen und histologiseh (Doppelbreehung, Sudan, Smith,. 
Spielmeyer) untersucht. Das zur Extraktion verwendete Aceton wird gesammelt~ 
und im Wasserbad auf ein geringes Volumen eingeengt. Mit dem so erhaltenen 
konzentrierten Aeetonextrakt werder~ einige ~iltrierI)apierstreifen getri~nkt und 
aueh diese nach Eintroeknen dos Extraktes mit histologisehen F~rbemethoden~ 
untersu chtl). 

Die in Aceton 16slichen Lipoide (s. Tab. 5) mfissen nach der Aceton- 
extraktion aus den Gefriersehnitten versehwunden und in den E x t r a k t  
fibergeg~ngen sein. In  den Gefrierschnitten k6nnen daher dann nur" 
die dutch acetonunl6sliche Lipoide (z. B. dutch Lecithin) bedingten 
F~rbungen noeh posit iv bleiben, dagegen miissen alle jene F~rbungen,  
welehe dutch acetonlOsliche Lipoide allein bedingt sind, in den Ge- 
friersehnitten dann negativ ~usfallen, dafiir aber in den mit  Aceton- 
ext rakt  getr~nkten Filterstreifen zum Vorsehein kommen. 

Der gleiehe Vorgang wiederholt sich nach der Xtherextraktion und n~ch der 
mi$ siedendem Alkohol am Riickflugkiihler vorgenommenen Exgraktion2). Jedes- 
real werden Proben der Gefriersehnitte und mit dem betreffenden Extrakt getr~nkte 
Filterstreifen mit den histologisehen l~/~rbemethoden untersucht. 

Eine ~bers ieht  fiber den Ablauf dieser stufenweisen Lipoidextraktiom 
gibt Tab. 5. 

Tabelle 5. Fraktionierte Lipoidextraktion aus Ge/rierschnitten ~sehematisch). 

Nach der 
Acetonextraktion 

Nach der 
Atherextraktion 

Na(,h der 
Alkoholextraktion 

I Im Gewebe bleiben zuriick In den :Extrakt sind iibergegangen 

ungesi~ttigte und gesattigte 
Phosphatid% Cerebroside 

gesXttigte Phosphatide~ 
Cerebroside 

Glycerinester~. Cholesterinester~ 
aeetonl~Ssl. Phosphatide~ Lipoid- 
abbauprodukte (Fettsi~uren, Cho-- 
lesterin) 

ungeslittigte Phosphatide (Leci- 
thin) 

ges~ttigte Phosphatidc, Cerebroside 

Dadurch, dag wir die gleichen 8ubstanzen vor  und naeh j eder  
Extrakt ion  zuerst in den Gefriersehnitten, dann abet im Ex t r ak t  
f~rberiseh prfifen, k a n n  uns nichts entgehen. Erg~nzt wird diese 
Priifung noch dutch die ehemisehe Untersuchung der Lipoidextrakte,  
welehe wegen der geringen Mengen allerdings auf den qual i ta t iven 
Naehweis yon Phosphor und Cholesterin beschrgnkt  bleiben mug. 

Bei dieser Untersuehung ergibt sieh fiberrasehenderweise, dab aus. 
der Nebenniere s~imtliche ira Gewebsverbande /dirberisch i~berhaupt nach- 
weisbaren Lipoide schon nach der Acetonextraktion verschwunden sind. 
Die gleiehen f~rberischen Eigenschaften, welche vor der Ext rak t ion  den: 

1) Dazu geniigt eine ~ugerst geringe Extraktmenge ! Mit einem Trop~en kann 
man mehr als 10 je 2--3 mm breite l~ilterstreifen besehieken. 

2) Diese verlaufen analog der als Beispiel ausfiihrlicher besehriebenen Aeeton-- 
e xtr~ktion. 
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Gefrierschnit~en anh~fteten, sind nunmehr  alle an den mit  Aceton- 
ext rakt  getr~nkten Filterstreifen naehweisbar (s. Tab. 6). 

0bwohl  die Schnitte sehon nach der Acetonext rak t ion  bei der 
mikroskopischen Untersuchung anscheinend vOllig lipoidfrei gefunden 
werden, enthalten sic doch noeh reichlich ~) acetonunlSsliehe, ~ber in 
J~ther und in Alkohol 15sliche Lipoide, wie die n~chfolgenden Extr~k- 
tionen mi~ Ather und Alkohol ergeben. Alle diese erst durch die ~ther- 
und AIlcoholextralction zum Vorschein gebrachten Lipoide sind also mor- 
flhologisch nicht darstellbar. Es is~ bemerkenswert,  dal~ der J~ther- 
ext rakt  bei der Prfifung mit  Filterstreifen entsprechend seinem Lecithin- 
gehalte (s. Tab. 5) auch positive histologisehe Fi~rbungen (wie reines 
Lecithin !) gibt, obwohl doch die Gefrierschnitte vor der Atherextrakt ion 
(naeh der Aeetonextr~ktion) diese F~rbungen nieht gezeigt haben. Wir 
sehen also, dal~ die F~rbb~rkeit  der Lipoide im Gewebe und im freien 
Zustande eine ganz verschiedene sein k~nn. 

Es sind also alle lipoiden Substanzen, welehe in Nebennieren 
morphologiseh n~ehweisb~r sind, primer2), in Aeeton l~slieh. Die  in 
Aeeton unlSslichen Lipoide [Lecithin3), Cerebroside u .a . ]  sind, "wenn 
man  yon den Spuren absieht, welche ~ls ,Verunreinigungen" dem 
prim~ren Acetonextr~kt beigemengt sein kOnnen, der mikroskopischen 
Betr~ehtung nicht zug~nglieh. 

Bei n~herer Untersuchung zeigte es sieh, d~l] g~r keine so lange 
griindliche iAeetonextraktion notwendig ist, um alle morphologiseh 
d~rstellbaren Lipoide aus Nebennierenschnitten zu ent~ernen. Diinne 

~) Die 1Vfenge der acetonunlOslichen Lipoide kann die Menge der acetonl5s- 
lichen Lipoide sogar fibertreffen. (Eigene quantitative Untersuchungen an frischen 
getrockneten l~ebennieren.) 

2) Darunter befinden sich, wie wir durch chemische Untersuehungen wissen, 
stets ~uch Lipoide, welche nach ihrer Abtrennung aus dem im Aeeton enthaltenem 
Lipoidgemenge in reinem Zustande nieht mehr in Aeeton 15slich sind. Der durch 
die Beimengung (sekund~r) in Aceton unlSslicher Lipoide entstehcnde Fehler 
(vgl. hierzu die schem~tisehe Obersicht in Tab. 5 !)diirfte nieht betr~chtlich sein. 
Bestimmte Ang~ben hier~iber macht S. Fraenkel: Bei der Extraktion des Gehirnes 
gehen ,,sehr wenig acetonunlSsliche Phosphat.lde" (z. B. Lecithin) in den Aceton- 
extrakt hinein. 

8) Dureh C~dmiumchlorid wird Lecithin aus LSsungen ausgef~llt; dcr so ent- 
stehende Niederschlag f~rbt sieh nach Smith tiefsehwarz. Ich versuchte in gleJcher 
Weise, wie das in der Eprouvette gelingt, das Lecithin auch im Gewebe dutch hefl]e 
alkoholische CadmiumchloridlOsung zu f&l]en in der Erwartung, d~B auch im 
Gewebe eine (unlSsliehe!) C~dmium-Lecithinverbindung entstehen und in situ 
nach Smith f~rbbar sein wtirde. Das gelingt ~ber weder an fixierten noch ~n un- 
fixierten Sehnitten. Nach Einwirkung heiBer CadmiumchloridlOsung ist in den 
Schnitten ebenso wie nach einer Aeetonextraktion mit keiner F~rbemethode mehr 
auch nur die geringste Spur yon Lipoiden nachzuweisen. Dieses Verhalten be- 
st~tigt die bei der Acetonextraktion gewonnene Erfahrung, daI] das Lecithin in 
der Nebenniere morphologiseh nicht darstellbar ist. 
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Gefrierschnit te geben schon nach 2 - - 3  Min. langer Einwirkung Yon 
Aceton  keine einzige Lipoidf~rbung mehr.  Un]ixierte Ge/rierschnitte 
der 2Vebennieren verhalten sich ebenso wie die 2'ormolge/rierschnitte. 

Ebenso schnell wie du tch  Aceton k6nnen ~lle f~rbbaren Lipoide 
~uch du tch  ~ther ,  Xylol,  Chloroform 1) und  durch  bellmen Alkohol in 
wenigen Minuten extrahier t  werden. Nur  kal ter  oder wasserhaltiger 
Alkohol wirkt  (wohl wegen der sehlechten LSsliehkeit der Cholesterin- 
ester in Alkohol) bedeutend l~ngsamer. 

Wie schon Kawamura berichtet hat, werden durch kalten Alkohol die nach 
Smith (und naeh Spielmeyer) I~rbbaren Lipoide sehneller extrahiert als die doppelt- 
brechenden Smith-negativen Substanzen (welehe letztere wohl stets Cholesterin- 
ester enthalten !). 

Kawamura glanbte, dal3 dieses Verhalten seine Ansieht stiitze, dal~ die Smith- 
positiven Lipoide Itfillen um die Smith-nega~iven Subsr bilden. Wenn man 
~ueh gelegentlich eine s~rkere F&rbbarkeit der R~nder mancher Lipoidtr6ptchen 
bei der Smithsehen Fiirbung beobaehten kann, so sind die mikroskopisehen Bilder 
doch keineswegs eindeutig und kSnnen kaum als vollgiiltiger Beweis flit Kawamuras 
Auffassung gelten. Aus der leiehteren oder schwereren LOslichkeit der einzelnen 
Lipoidffaktionen abet auf ihre 5rtliehe Anordnung im Gewebe zu schliei~en, ist 
vielleich~ doeh etwas gewagt. 

I n  gleicher Weise wie die _~ebennierenlipoide verhal ten sieh die 
Lipoide in atheroslclerotischen Arterien ~) (s. Tab. 6). Eine andere LSs- 
l ichkeit  und  F~rbb~rkeit  zeigen dagegen die Lipoide in pathologisch 
verfe t te ten  Nieren3). 

Vor der Extraktion finder man (vorwiegend in den Epithelien der Tubuli 
contorti) doppeltbreehende LipoidtrSpfchen, die mi$ Sudan, naeh Ciaccio und naeh 
Smith f~rbbar sind. ~ach der Acetonextraktion sind Doppelbrechung, Sudan- 
f~rbung und Fi~rbung nach Ciaccio negativ, dagegen bleibt die F~rbung nach 
Smith positiv, ja sie ~ritt naeh der Aeetonextraktion eher noeh deutlieher hervor 
und versehwinde~ aueh night naeh der ~ther- und Alkoholextraktion. Da ieh 
vermutete, daI~ vielleicht eine zu wenig griindliehe Extraktion die Ursaehe sei, 
babe ieh wenige, ausgesueht diinne Gefriersehnitte dieses Materials tagelang mit 
groBen Mengen kochenden Acetons, mit J~ther und mi~ siedendem Alkohol am 
Rtiekflul3kiiMer extrahiert. Das Ergebnis war das gleiche, die Fi~rbung nach Smith 

1) Vet der Einwirkung dieser Extraktionsmittel warden die (fixierten oder 
unfixierten) Gdrierschnitte an Objekttr~ger angetroel~et. Veto Standpunkte des 
Histologen erseheint dieses Vorgehen vielleicht etwas barbarisch, da die Gewebe 
beim Austroeknen betr~eh~lieh schrumpfen; es ist aber notwendig, da diese 3 Ex- 
traktionsmi~tel nieh~ mit Wasser misehbar sind. DiG Entscheidung, ob noeh 
fgrbbare Lipoide vorhanden sind oder nicht, bereitet auch an geschrumpften 
Sehnitten keine Schwierigkeit, wenn die Sehnitte nur gut ausgebreitet sind. 

2) Ieh untersuchte Aorten und basale Hirnarterien. 
~) Die f~rberischen Eigenschaften der in den Nierenepithelien bei versehiedenen 

Krankheiten anzutreffenden Li10oide zeigen m~nnigfaitige Verschiedenheiten. 
:[ch beschr~nke reich hier auf die Anfiihrung eines Beispiels yon Lipoidose der 
Nieren (ohne Amyloidose) bei chronisch indnrierender Lungenspitzentuberkulose 
(57j~hriger Mann, im Ham bis 250/00 Eiwefl~, Lenkocyten, granulierte Zylinder, 
hie Erythrocyten; 0deme, afebriler Verlauf). 
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blieb sowohl an den Lipoiden als auch an den Erythrocyten 1) ebenso krgftig wie 
vor der Extraktion. An nnfixierten Gefrierschnitten dagegen war bei der gleichen 
Behandlung eine deutliche Abnahme, aber kein vSlliger Schwund der nach Smith 
f~rbbaren Substanz festzustellen. 

Auch mit Zenkerscher LSsung fixiertes und in Paraffin eingebettetes Material 
zeigte eine unver~nderte F~rbbarkeit bei der Smithschen F~rbung. 

In mit ~ormol fixierten Gefrierschnitten des Gehirns sind die Markscheiden 
aueh nach grfindlicher Extraktion mit warmem Aceton noch deutlich dutch die 
Sudanf~rbung, ferner nach Ciaccio und nach Smith darstellbar, w~hrend die F&r- 
bungen nuch Spielmeyer und Benda negativ geworden sind. Die Smithsche Farbung 
ergibt an den Gefrierschnitten nach der Acetonextraktion sogar viel bessere, 
klarere Bilder ~) als vorher, and selbst nach der AtherextraktJon sind die Mark- 
scheiden in diesen Gefrierschnitten noch mit Sudan und auch nach Smith f~rbbar 
geblieben; erst nach der Alkoholextraktion ist die F~rbbarkeit der Markscheiden 
bis auf geringe Spuren verloren gegangen. 

Das Verschwinden mancher Fhrbungsre~ktionen (Spielmeyer und 
Benda) bei Erhaltenbleiben der Smithschen F~rbung und der Sudan- 
f~rbung nach der Aceton- und nach der ~therextruktion formolfixierter 
Gehirnschnitte kann nicht auf die Extr~ktion irgendeines bestimmten 
Lipoids zurfickgeffihrt werden, denn, wie wit gesehen haben (Tab. 4), 
haben die yon Spielmeyer und Benda angegebenen F~rbungen einen 
weiteren Wirkungsbereich als die Smithsche F~rbung :  Alle nach Smith 
f~rbbaren Lipoide, deren Reaktion in reinem Zustande wir kennen, 
z .B.  das Lecithin, sind auch nach Spielmeyer nnd nach Benda f~rb- 
bar, nicht aber umgekehrt. Dieses nut  an formolfixiertem Material zu 
beobaehtende Verhalten mu~ also andere Ursachen haben. 

Wir konnten schon bei der Untersuchung lipoidhaltiger Nieren 
einen ungleichm&Bigen Ausf~ll der verschiedenen F&rbungen an fixier- 
tern und an unfixiertem Material feststellen. Die glelche Be0bachtung 
kOnnen wir nun auch bei der Untersuchung des Gehirnes m~chen. 
Diese Erscheinung dfirfte dadurch bedingt sein, dub munche Lipoide 
~n die durch d~s Fixationsmittel gefitllten Eiweil~kOrper des Zellproto- 
plasmas gebunden sindS), und dal~ in solcher Art gebundene Lipo~de 

1) Diese enthalten bekanntlich Lecithin (Feigl, Bang und ~orssmann), also 
ein Smith-positives Lipoid. 

~) Ich glaube diese, Methode zur Darstellung der Markscheiden in Gefrier- 
schnitten besonders empiehlen zu sollen, da die Schnit~e durch die Acetonbehand- 
lung viel fester werden und auch bei der nachfolgenden Chromierung nicht briichig 
werden, wie sonst. ~an veff~hrt in folgender Weise: Fixation in Formol, Iter- 
stellung yon Gefrierschnitten; diese werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
oder 4 Stunden bei 37 o unter 5fterem Umschfitteln in Aceton belassen. Dann erst 
wird die F~rbung nach Smith vorgenommen (2 Tage Bichromat, 4 Stunden Kult- 
~chitzlcys essigs~ures H~matoxylin, 12 Stunden Weigerts ]~oraxferricyankalinm, 
Einschlie~en in Canadabalsam). 

3) Uber den feineren morphologischen Aufbau dieser Eiweil~-Lipoidverbindungen 
im Zellprotoplasma sind wit dutch die Untersuchungen yon E. Albrecht unter- 
richter. 
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sowohl der Extrakt ion li~nger widerstehen Ms auch nieht mehr allen 
F~rbemethoden (z. B. nicht den F~rbungen nach Spielmeyer und nach 
Benda) zug~nglieh sind. 

Ftir die lgiehtigkeit dieses Erklgrungsversuches sprechen auch fol- 
gende Beobaehtungen: 

1. Es li~Bt sich durch Wggung der Lipoidextrakte zahlenmi~Big fest- 
stellen, dag aus dem mit  Formol fixierten Materiale dureh Aceton und 
durch Ather weniger Lipoide extrahiert  werden als aus frischem Ma- 
teriaD). 

2. Wenn ffisches Gehirn olme Formolfixation unmittelbar in Aceton 
gebracht und yon diesem Material ~) nach kurzer Wi~sserung Gefrier- 
schnitte gemaeht  werden, so zeigt es sich, dag die morphologiseh dar- 
stellbaren Lipoide aus diesen under Umgehung der Formolfixation 
hergestellten Schnitten vie] leichter und vollsti~ndiger extrahiert  wet- 
den k6nnen'~). In  diesem Falle sind ni~mlich die Markscheiden sehon 
nach der Acetonextraktion nur mehr andeutungsweise, n a e h  der 
Atherextrakt ion iiberhaupt nieht mehr mig Sudan und naeh Smith 
f~rbbar. 

Es sind also auch im Gehirn alIe histologischen Lipoidfgrbungen 
einsehliel3heh aller .Markscheiden/Cirbungen in erster Linie au] 19rim~ir 
acetonl6sliche Lipoide zurfiekzufiihren. Daneben sind die acetonunl6s- 
lichen und erst in Ather 15sliehen Lipoide (besonders das Lecithin) 
nut  wenig an dem Zustandekommen der Markseheidenfhrbung be- 
teiligt, w~hrend die erst dutch Alkohol extrahierbaren ges~ttigten 
Phosphatide und die Cerebroside im Gehirn fiberhaupt nieh~ f~rbbar 
sind (s. Tab .  5 und 6). 

1) Briicke und N[edulla oblongata werden mSglichst genau in der sagittalen 
Mi~tellinie halbiert. Beide It~Llften werden gewogen. Eine Hglfte wird sogMch 
unter Zusatz yon Gips getrocknet und zu Pulver zerrieben, die andere tI~lfte wird 
zuerst in feine Schnitte zerschnitten mit, 10% ~'ormol fibergossen, naeh 24 Stundcn 
mit kaltem Wasser ausgewaschen und erst dann mit Gips getrocknet und pulveri- 
siert. Hierauf werden beide ttg]ften in Soxhletapparaten erschSpfend zuerst mit 
Aceton und dann mit ~-ther, schlieBlich am RiickfluBktihler mit siedendem Alkohot 
extrahiert. :Bei diesem Verfahren ergibt das in Formol fixierte Material (wenn man 
die Ausbeute der gleiohen Menge des frisohen Ausgangsmateriales zu 100% anse~z~) 
nur 84,5% Aoetonextrakt, 44% Atherextrakt, dagegen 333% Alkoholextrakt. 
Die Alkoholex~raktion gMcht also bei fixiertem Material zum gr6Bten Teil die 
unvollsts Aceton- und ~therextraktion aus. Der Alkoholextrakt enth~lt 
demnach in diesem ~'alle auch mit Sudan, nach Spielmeyer usw, f~rbbare Lipoide 
(vgl. Tab. 6), welche bei Verwendung unfixierten Ausgangsmateriales stets sohon 
dutch Aceton und J~ther ausgezogen werden. 

~) Die Vorbehandlung mit Aceton ist notwendig, da es unm6glich ist, aus 
v611ig unfixiertem Gehirn dfinne Gefrierschnitte herzustellen. 

3) Nur die :F/~rbbarkeit der Erythrocyten nach Smith bleib~ auffallend lange 
nach der Aceton- und naoh der fl~therextraktion) erhalten. 
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Nit einigen Worten mSehte ich noeh auf die Untersuehung der 
einzelnen, dutch die aufeinanderfolgenden Aeeton-, Ather- und Alkohol- 
extraktionen getrennten Lipoidfraktionen eingehen. Durch die Ex- 
traktion yon Gefrierschnitten erhil t  man nur sehr geringe Ext rakb  
mengel), selbst wenn man mehrere hundert Gefrierschnitte verarbeitet. 
Die Menge der in dieser Weise erhaltenen Extrakte war nur bei den 
lipoidreiehen Nebennierer/ und beim Gehirn fiir eine weitere Unter- 
suchung (Priifung des Phosphorgehaltes und der histologischen F~rb- 
barkeit der Extrakte) ausreiehend, 

Da bei  der Verwendung yon Gefriersehnitten, also yon feuehtem 
Ausgangsmaterial aueh anorganische Salze und vielleieht aneh EiweiB 
in den Aeetonextrakt gelangen, habe ieh zur Kontrolle stets auch 
Paralleluntersuchungen mit gr6geren Mengen unfixierten, getroekneten 
und pulverisierten Materiales durchgefiihrt. Diese letztere Methode 
wurde auch bei atheromatSsen Arterien (bei welchen die Gefriersehnitte 
eine zu geringe Ausbeute an  Lipoidextrakten ergeben) angewendet. 

Es Zeigte sich, daft die Acetonextrakte stets (aueh bei der Ver- 
wendung getroekneten Ausgangsmaterials!) neben Cholesterin auch 
Phosphor enthielten. Die Priifung der aus Gefriersehnitten und der aus 
trockenem Organpulver hergestellten Extrakte mit histologisehen 
Firbemethoden hatte tibereinstimmende Ergebnisse. Beziiglieh der 
Firbungsreaktionen des Ather- und des Alkoholextraktes und der 
Extraktion yon Lipoiden ans morphologiseh anscheinend lipoidfreiem 
Material verweise ieh auf meine Ausffihrungen S. 583 und auf die 
Tab. 6. 

Wie sieh aus den im vorhergehenden mitgeteilten Befunden ergibt, 
kann die t~rage : Welehe Lipoide kSnnen histologiseh dargestellt warden ? 
in der 1%egel auf ein engeres Gebiet besehri~nkt werden, da alle primgr 
aeetonun.16slichen Lipoide einer histologischen Darste]lung meist (z. B. 
in der Nebenniere) iiberhaupt unzug/~nglieh sind. Unsere Fragestellung 
wird daher folgende sein: Welche acetonlOslichen Lipoide werden durch 
die einzelnen F~rbnngen dargestellt? 

Ieh versuehte durch weitere Spaltung des Aeetonextraktes yon 
Nebennieren diese Frage wenigstens zum Teil zu 15sen. Der Aeeton- 
extrakt  besteht, wie wlr dutch chemische Untersuehungen wissen, 
haupts~ehlieh aus Glyeerinestern, Cholesterinestern, freien Fetts~uren 
und freiem Cholesterin. Alle diese 8ubstanzen sind aber nieht nach 
Smith f~rbbar (s. Tab. 4). Der Acetonextrakt ist aber sehr stark 
naeh Smith firbbar ! 

Da der Acetonextrakt neben den erwihnten Smith-negativen 
Stoffen stets aueh Phosphatide enth/~ltl), so war daran zu denken, 

1) Das Vorkommen acetonl6slicher Phosphatide ist seit den Untersuchungen 
yon S. 2graenkel trod dessen Mit~rbeitern bekannt. Sie wurden bisher aus den 



Beitrag zur Merpholegie der Lipoide. 589 

dag  diese die Trigger der  im A c e t o n e x t r a k t  fes t s te l lbaren  pos i t i ven  
Smi thschen  F ~ r b u n g  seiri kSnnten .  I ch  versuch te  daher ,  die aee ton-  
15slichen P h o s p h a t i d e  aus dem A c e t o n e x t r a k t  abzu t rennen ,  a m  ihre  
h is to logisehen F a r b r e a k t i o n e n  zu prfifen. 

Naeh mehreren Versuehen, welche sieh an den v6n Fr~nkel nnd Elias flit die 
Isolierung der aeetonlSsliehen Phosphatide aus dem Gehirn beschriebenen Unter- 
suehungsgang ansehlossen, gelangte ich zu lolgender Methode: 

Mensehliche Nebennieren werden lebenswarm entnommen, nac~ Windaus 
mit Gips getroeknet, pulverisiert und das trockene Organpulver mit Aceton im 
Soxhletapparat extrahiert. Nach Abdampfen des Aeetons im Wasserb~d wird 
das extrahierte Lipoid in wenig absolutem Alkehol gelSst und bei 60 ~ mit alkoho- 
liseher 10proz. Cadmiumehloridl6sung 1) im ~bersehuB gef-511t. Der Alkohol wird 
im Wasserbad abgedampft und der verbleibende Riickstand im Soxhletapparat 
mit Ather cholesterinffei gewaschen. Wit erhalten auf diese Weise 2 getrennte 
Fraktionen des Acetonextraktes: 

1. Die Atherl6sung; diese enth~lt a]le Bestandteile des Acetenextraktes, welche 
aueh in fi, ther 16slieh sind: alle Glycerinester, Cholesterinester sowie freies Chole- 
sterin, freie Fetts~uren und in Spuren Phosphor~). Filterstreiten, welehe mit dieser 
AtherlSsung besehiekt worden sind, zeigen positive F~rbung mit Sudan (rot), 
ferner naeh Ciaccio (gelbrot), Spielmeyer und Benda (tiefsehwarz); dagegen f/~llt. 
die Smithsche F/~rbung fast v6llig negativ aus (Grauf~rbung anstatt  Sehwarz- 
farbung). 

2. Der cholesterinfrei gewasehene Rtickstand; dieser ist yon allen ~therl6s- 
lichen Lipoiden gereinigt. Er wird durch destilliertes Wasser 3) aueh yon dem 
fiberschfissigen Cadmiumchlorid befreit. Die tibrigbleibende leste braune Substanz 
wird getrocknet. Diese Substanz enth/~lt Phosphor und zeigt/~hnliche (aber nicht~ 
vSllig gleiehe !) LSsliehkeit, wie die yon Fr~nkel und Elias aus dem Acetonextrakt 
des Gehirns isolierte, weiBgef~rbte Cadmium-Phosphatidverbindunga). Sie ist  

Aeetonextrakten des Gehirnes, gtickenmarkcs, des Pankreas und aus I-Itihnereiern 
isoliert (Elias, Pari, Dimitz, BolaHio, Linnert). Die ehemisehe Untersuchung hat~ 
ergeben, dab dieso aeetonl6sliehen Phosphatide sich durch mehrere Eigenschaften, 
besonders dutch ihren hohen Stickstoffgehalt, yon den Lecithinen unterscheiden. 
Acetonl6sliehe Phosphatide fanden aueh Beumer in den Hammelnebennieren und 
Erlandsen im Rinderherzen. Ieh habe in den Acetonextrakten aus getrockne~erL 
und pulverisierten menschlichen Nebennieren, a~heromat6sen Arterien und aus 
Gehirn stets ziemlich reichlich Phosphor naehweisen k6nnen. Nach den Effah- 
rungen yon S. Fr~nkel war daran zu denken, dab ein Teil yon diesem Phosphor 
anorganiseher Natur sein k6nnte. Bei n~herer Priifung einiger Nebennieren- 
extrakte land sich diese Vermutung aber nieht best~tigt~ Es lieg sieh darin 
kein anorganiseher Phesphor naehweisen. (Vgl. Anm. a), S. 589.) 

t) Bekanntes F/~llungsmittel ftir Phosphatide. 
e) Ieh  versuehte dutch wiederholte F/~llung mit Cadmiumehlorid diese Fraktioa 

yon Phosphor zu reinigen und gelangte auf diese Weise zu einer LipoldlSsung, in 
welcher kein Phosphor mehr nachweisbar war; auch diese L6sung war I~rbbar mit  
Sudan, naeh Ciaccio, Spielraeyer und Benda, dagegen war nunmehr die Smith sehe 
F/~rbung -r negativ. 

3) In dieser wasserigen L6sung ist kein Phosphor nachweisbar; der Aeeton- 
extrak~ sehein~ demnaeh keinen anorganisehen Phesphor zu enthslten. 

4) Diese ist naeh Angabe der Autoren 16slich in Chloroform, Xylol, siedendem 
Alkohol, ,,kaum" 16slieh in Petrol~ther nnd ,,noeh weniger" in J~ther. 
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16slieh in Chloroform und in heil3em Alkohol, schwer 16slich in warmem Xylol und 
Benzol, unl6slieh in ~ther und in Aeetonl). Eine weitere l%einigung und Analyse 
war wegen der geringen Menge nieht mSglieh2). Ffir unsere Zweeke gentigt es, zu 
wissen, dab diese phosphorhaltige, aus dem AeGtonextrakte isolierte Substanz 
naeh Smith blauschwarz gef~rbt wird, und zwar stiirker als dGr ursprtingliche 
Gesamtaeetonextrakt. Diese Substanz ist aueh nach Spielmeyer und Benda 
(sehwarz), nach Ciaeeio nnd mit Sudan (gelbrot) f~rbbar. 

Die gleiehe Fgrbbarkeit zeigt das aus dem Gehirn ausziehbare acetonl6sliche 
Phosphatid, das Leukopoliin, welches ich nach der ~ethode yon ~u und Elias 
darstellte. 

Es ergibt sieh a]so, dab die Smithsche Farbung der Nebennieren- 
lipoide nicht auf dem Gehalt  an Cholesterinestern, Glycerinestern, 
freien ~'etts~uren, freiem Cholesterin oder deren natfirlich vorkommen- 
den Gemischen beruht,  sondern auf ihrem Geh~lt an einer phosphor- 
haltigen, pr imer  acetonlSslichen, nach F~llung mit  Cadmiumehlorid in 
Aceton und in Ather unlSsliehen Substanz. 

Es ist nicht unwahrscheinlieh, dub der gleiehe Stoff, welcher 
in der Nebenniere so eng mit  den doppeltbrechenden Lipoiden ver- 
bunden is t ,  auch in anderen Org~nen mit  den doppeltbrechenden 
Lipoiden zugleieh auftr i t t  und es bedingt, dab fibera]l dort, wo doppelt- 
breehende Lipoide vorkommen,  meist auch die F~rbungen nach Smith 
(und ebenso naeh Ciaecio) positiv ausfal len (Dietrich, Kaiserling s. 
S. 573). Der Nachweis dieser Substanz in anderen Org~nen st6Bt aber 
wegen der sehr geringen Menge auf noch grSl~ere Schwierigkeiten Ms 
in den  Nebennieren. 

Wie die vorliegenden Untersuchungen gezeigt haben, k6nnen wit 
uns durch die mikroskopische Betrachtung nur fiber einen verhgItnis- 
mgfiig Icleinen Teil aller im Zel]protoplasm~ vorh~ndenen Lipoide ein 
Urteil  bflden, der Weg der chemischen Identifizierung f~rberisch dar- 
gestellter GewebsliPoide ist lang und besehwerlich, und unsere Kennt-  
nisse auf diesem Gebiete sind sehr unvollkommen. 

Bevor ich die Ergebnisse meiner Beobachtungen zusammenfasse, 
m6chte ich noch kurz auf die neueren und neuesten Arbeiten fiber die 
Morphologie der Lipoide hinweisen, welche (ganz im Gegens~tz zu 
meinen Erfahrungen!) eine sehr optimistisehe Auffassung fiber die 
Leistungsf~higkeit der mikroskopischen Untersuchung auf diesem Ge- 

~) Naeh der F~llung mit Cadmiumchloridt 
2) Auf das sehr hGikle und umstrittGnG GebiGt (Lit. hiertiber bei S. Frankel) 

dGr ehGmischen Individualit~Lt dieser primer acGtonl6slichen Phosphatide kann ich 
night Gingehen, da hiGrzu Gin sehr viel gr6Beres Material notwGndig w~re, als mir 
zur Verfiigung steht. Nut GingehGnde ehemische UntersuehungGn k6nnten uns 
dariiber AufschluB geben, oh hier Gin acetonlSsliches Phosphatid im Sinne S. F~an- 
kels vorliegt, oder ob es sigh um aeetonunl6sliehG Phosphatide (etwa Leeithine) 
handelt, welche infolge enger Bindung an acetonlSslichG Lipoide (Fett, Chole- 
sterin u. a.) in den prim~ren Acetonextrakt hineingeraten sind. 



Beitrag zur Morphologie der Lipoide. 591 

biete zeigen. Alle diese Arbeiten stiitzen sich in erster Linie au~ die 
Untersuehungen Kawamuras, und es scheint die Meinung welt verbreitet 
zu sein, dM~ aus den f~rberischen Eigenseh~ften rein d~rgestellter 
isolierter Lipoide Schliisse auf die Gewebslipoide zul~ssig seien und 
umgekehrt. D~her kommt es, da~ in histologischen Untersuchungcn 
fiber Lecithin, CephMin, Sphingomyelin, Cerebroside und fiber m~nehe 
a,ndere Lipoide berichtet wird, welche nach meinen Erfahrungen im 
Gewebe mit keiner einzigen histologischen Methode siehtbar gemaeht 
werden kSnnen, Dieser Optimismus tritt in zahlreichen Arbeiten bis 
in die Mlerletzte Zeit hervor (v. Mikulicz-Radecki, Wail, Ja]]~ und 
Iwantsche][, Sorg und Ja#@, Pctri u.a.), ja Dietrich und Kleeberg 
meinen in ihrem zus~mmenfassenden Bericht fiber dieses Thema so- 
gar, dM~ ,,d~s Ziel einer morphologischen AnMyse nahezu erreieht" sei. 

Dagegen besehr~nkt sieh Arndt auf eine Abgrenzung der ,,Lipoide 
im engeren Sinnel), ' und meint, dM3 sich eine ,,pr~zisere Aussage fiber 
den n~heren chemischen Charukter der Lipoide im engeren Sinne ~uf 
histoehemisehem Wege nieht erzielen l ~ t " .  

Schlu[38(itzc. 
1. Die doppeltbrechenden LipoidtrSpfchen in den Geweben ent- 

halten in der I~egel Cholesterinester, sic bestehen abet nicht ausschliefi- 
lich aus diesen. Die ~ltere, yon Kaiserling eingeffihrte Bezeiehnung 
L@oidosis dfirfte daher ffir die anisotrope Verfettung der einseitigen 
Bezeichnung Cholesterinesterverfettung vorzuziehen sein (vgl. hierzu im 
folgenden Punkt 10). 

2. Cholesterin-Fetts~uregemische werden dureh die Weigertsche 
lgarkscheidenfarbung and ebenso dutch die meisten der Weigertschen 
Methode nachgebildeten ,,Markscheidenf~rbungen" gef~rbt. Eine Aus- 
n~hme bildet die yon Smith ~ngegebene Modifikation. N~eh der 
Smithschen F~rbung werden weder Cholesterin-Fetts~ure-Gemisehe, 
noch Cholesterinester geschw~rzt. Dagegen gibt die Smithsche F~rbung 
bei Phosphatiden positive Ergebnisse. 

3. Chemisch rein dargestellte isolierte Lipoide kSnnen zwar dureh 
histologische Untersuehungsmethoden vonein~nder unterschieden wer- 
den (Tab. 2); d~gegen k6nnen die an reinen Lipoiden festgestellten 
f~trberischen Eigenschaften nieht immer ebenso auch an den im Gewebe 
gebundenen Lipoiden sichtb~r gemaeht werden, d a i m  Gewebe racist 
Lipoidgemisehe vorliegen, und da ferner die F~rbbarkeit der Lipoide im 
Gewebe ~ueh yon anderen, neben den Lipoiden im Zellprotopl~sm~ 
vorh~ndenen Subst~nzen beeinflul~t werden kann. 

4. Es kann demnaeh ein Lipoid, welches in reinem Zustande eine 
bestimmte F~rbbarkeit zeigt, im Gewebe eine andere oder fiberh~upt 

~) Als solche gelten die Phosphatide und Cerebroside. 
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keine Farbbarkeit erkennen lassen. Man d~rf daher bei Lipoidf~r- 
bungen im Gewebe nieht sehon aus dem Auftreten einer bestimmten 
Farbnuance allein auf ein bestimmtes Lipoid schlieSen, wenn dieses in 
reinem Zustande (also unter ganz anderen Untersuehungsbedingungen!) 
eine gleiche Farbnuance zeigt. 

5: Der Versueh, nach Kawamuras Beispiel dureh die Herstellung 
m6glichst mannigfgltiger kiinstlicher Lipoidgemisehe ein brauehbares 
Vergleichsobjekt zu den Lipoidgemisehen des Gewebes zu erhalten, 
ist aussiehtslos, denn es ist wohl kaum m6glich, ktinstlieh den ver- 
wickelten, im Zellprotoplasma enthaltenen Lipoidgemischen und Lipoid- 
EiweiSgemisehen vergleichbare Gemenge nachzubilden. 

6. Dggegen gelingt es, einen gewissen Uberbliek fiber die Leistungs- 
f~higkeit der morphologischen Lipoidanalyse zu bekommen, wenn 
man die mikroskopischen Untersuchungen mit einer planmgl~igen 
stufenfSrmigen Lipoidextraktion verbindet (an Gefrierschnitten). 

7. Hierbei ergibt sich, dab die Leistungsf~higkeit der morpho- 
logisehen Lipoidanalyse bisher sehr iibersch(~tzt worden ist. Im al]ge- 
meinen sind nut die prlmiir acetonl6stichen Lipoide einer morlghologischen 
Darste!tung zuggnglieh. Die (z. B. in den Nebennieren) sehr betrgcht- 
lichdn Mengen der primtir aeetonunl6slichen und erst durch -~ther oder 
dureh Alkohol extrahierburen Lipoide k6nnen dutch keine einzige 
Lipoid]dirbung sichtbar gemacht werden. Aueh die Markseheiden- 
f~rbungen beruhen in erster Linie auf dam Geh~lte der Markscheiden 
an gcetonl6s]iehen Lipoiden. 

8. Man kann also nach histologischen Untersuchungen allein kein 
Urteil iiber acetonunl6sliche Lipoide (Lecithin, Cephalin, Cerebroside u. a.) 
abgeben. 

9. Innerhalb der acetonl6sliehen Lipoide ist eine Unterscheidung 
dureh verschiedene F~rbungen m6glieh. Im besondern kann aus dem 
Aeetonextrakt der Nebennieren eine naeh der Behandlung mit Cadmium- 
ohlorid in Xther unl6sliehe, phosphorhaltige, naeh Smith fgrbbare Sub- 
stanz yon den ~therlSslichen, n~eh Smith nieht f~rbb~ren Bestgnd- 
teilen des Acetonextraktes abgetrennt werden. 

10. Chemische Untersuehungen haben ergeben, da$ iiberall dort, 
wo normalerweise cholesterinhaltige Lipoidgemisehe vorkommen 
(Nebennieren, Gehirn, Blur), stets aueh acetonunlSsliehe, also morlgho. 
logisch nicht nachweisbare Lipoide in betrgchtlichen Mengen vorhanden 
sind. Es ist sehr wahrseheinlieh, du6 aueh bei den pathologischen Ver- 
fettungen neben den Cholesteringemisehen andere weniger au/]allende 
(nicht f~rbbare), ~ber darum kaum weniger wichtige Lipoide abgelagert 
werden. Bisher h~ben die Cholesterinester infolge ihrer, ieh m6ehte 
fast sagen, aufdringlichen morphologischen Eigenschaften nahezu die 
ganze Aufmerks~mkeit der Untersueher ~uf sieh gezogen (vgl. Punkt 1). 
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Die Aufdeckung  der  Unzul~ngl ichke i t  a l ler  morphologisehen  L ipo idun te r -  
suehungen  fo rder t  ge radezu  auf, unsere  sehr einseitigen Kenn tn i s se  fiber die 

pa tho log i schen  L ipo ide  dureh  chemische Un te r suchungen  zu ergi~nzen. 
So s ind z . B .  an der Bildung der atheroslclerotischen Herde, welche 

~ls wicht ige  Beispiele  der  sog. , ,Choles te r ines te rver fe t tung"  gel ten,  
auch phosphorha[tige Lipoide in sehr betr~ichtlicher Menge bete i l ig t .  

11. Vergle ichende Un te r suchungen  an  f ix ie r t em und  an  unf ix ie r t em 
Mater ia l  e rgeben (in (~bere ins t immung mi t  E. Albrechts Theorie),  da~  
ein groiter  Teil  de r  Gewebsl ipoide  ~n Eiweil~ gebunden  ist.  

Nach t rag  bei der Kor rek tu r .  

E r s t  wghrend  der  Druck legung  erh ie l t  ich K e n n t n i s  yon  den  Unte r -  
suchungen  Buscainos~), welcher  schon in den  J a h r e n  1913--1915 d i e  
f r ak t ion ie r t e  L i p o i d e x t r a k t i o n  nach  S. Fr~inlcel ~uf Gefr ie rschni t te  an-  
gewende t  ha t .  Buscaino un te r sueh te  nur /ormol]ixiertes M~ter ia l  des  
Zen t r a lne rvensys t ems  und  ge langte  dahe r  (siehe meine  verg le ichenden  
Un te r suchungen  ~n fo rmol f ix ie r t em und  an  unf ix ie r t em Mate r i a l  
S. 585 587) zu i r r igen Sch lu~fo lge rungen .  Die Z usa mme nse t z ung  der  
e inzelnen L i p o i d e x t r a k t e  h a t  Buscaino n ich t  geprfif t .  

Die  soeben yon  Sti~ler ~) mitge te f l t e  Methode  zur  h i s tochemischen  
Dars te l lung  von  P h o s p h a t i d e n  konn te  ich auf  ihre Spezi f i t~ t  n ich t  m e h r  
nachprf i fen.  Nach  me inen  eigenen E r f ah rungen  mi~ Cadmiumch lo r id  
(s. A n m e r k u n g  3, S. 583) df iff te  auch du tch  die  voh  Sti~ler vorgesehlagene 
_ ~ w e n d u n g  yon  Cadmiumsa lzen  n i ch t  m e h r  er re icht  werden  a]s d u t c h  
die  versch iedenen  schon b isher  b e k a n n t e n  , ,M~rkscheidenf~rbungen" .  
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