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Beitrag zur Morphologie der Lipoide.
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Dr. Hans Kutschera-Aichbergen,

Prosekturadjunkt.

(Eingegangen am 12. Dezember 1924. )

In der medizinischen Literatur der letzten 20 Jahre nimmt die
Frage der Bedeutung der ,Lipoide” einen breiten Raum ein. Sehr
zahlreich sind die Abhandlungen, welche sich mit den ,Lipoiden®
im allgemeinen, dem Lipoidstoffwechsel, den Zellipoiden, den Blut-
lipoiden, den Nebennierenlipoiden, den Gehirnlipoiden usw. beschif-
tigen. Und doch ist der Begriff der , Lipoide” bis heute so wenig gut
umgrenzt, daf ein hervorragender Kenner dieses Gebietes wie Abder-
halden meint, es wire besser, den Namen ,,Lipoide® tiberhaupt fallen
zu lassen, denn es wiirden ,,bedauerlicherweise die heterogensten Ver-
bindungen, ja ,,nahezu alles, was man in der Zelle nicht genau defi-
nieren kann®, sofern es beziiglich der Loslichkeit mit den Fetten tber-
einstimme, unter dem Namen ,,Lipoide zusammengefaf3t.

Es scheint mir daher notwendig, vorerst festzulegen, welche Sub-
stanzen im folgenden als Lipoide bezeichnet werden sollen. Der besseren
Ubersichtlichkeit wegen habe ich die wichtigsten der im menschlichen
Korper vorkommenden Lipoide in der Tab. 1 zusammengefaBt.

Tabelle 1.
Gruppennamen l Rinzelbeispiele ] Chemische Zusammensetzung?)
1. Glycerinester (Neutralfett) . . — - | Glycerin 4 Fettsduren
2. Cholesterinester. . . . . . . — Cholesterin + Fettsiuren

3. Phosphatide: a) ungesittigt .| Lecithine, Cephalin| Organische Basen -- Glycerin-
phosphorsiure + Fettsiuren

b) gesittigh . .| Sphingomyelin | Organische Basen - Phosphor-
siure - Fettsiuren =

4. Cerebroside-Sphingogalaktoside | Phrenosin, Kerasin | Organische Basen - Galaktose
<+ Fettsiuren

1) In der Tabelle wurden die allzemeinen Bezeichnungen ,,Fettsiuren und
»organische Basen® eingesetzt und die verwirrende Fiille der chemischen Einzel-
namen nach Maglichkeit vermieden, um in dieser zur ersten Orientierung bestimm-
ten Zusammenstellung den Uberblick zu erleichtern. Genauere Angaben iiber den
chemischen Aufbau dieser Stoffe bei S. Fraenkel, Thudichum, Thierfelder.
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Jene Lipoide, deren chemische Zusammensetzung mnoch nicht
sichergestellt ist (wie z. B. Cuorin, Jecorin, Sulfatide), werden dabei
nicht beriicksichtigt.

Manches scheint fiir eine gemeinsame Bezeichnung der in der Tab 1
zusammengestellten Stoffe mit dem Namen ,,Lipoide zu sprechen,
und in diesem Sinne glaube ich, daB sich eine solche Zusammenfassung
rechtfertigen 146t!). Dazu méchte ich vor allem folgende Griinde an-
fithren:

1. Die Lipoide zeigen in ihrem chemischen Aufbau gemeinsame
Eigenschaften. Sie alle enthalten eine hohe Fettsiure esterartig an
einen organischen Komplex gebunden?). Vielfach kehren die gleichen
Fettsturen in verschiedenen Lipoidgruppen wieder, z. B. die Palmitin-,
die Stearin- und die Olsaure in Gruppe 1, 2 und 3a, die Lignocerin-
und die nahe verwandte Cerebronsidure in den Gruppen 3b und 4.

2. Abgesehen von den Fettssuren sind auch andere chemische
Bestandteile mehreren Lipoiden gemeinsam, das Glycerin der Gruppe 1
und 3a, die Phosphorsiure der Gruppe 3a und 3b; auch die gleichen
organischen Basen konnen in verschiedenen Gruppen wiederkehren,
z. B. das Cholin in Gruppe 3a und b, das Sphingosin in Gruppe 3b
und 4. Bei dem Vergleich aller dieser auf den ersten Blick anscheinend
verschiedenartigen Lipoide ergibt sich also, daBl diese Mannigfaltig-
keit durch die verschiedene Gruppierung nur weniger (weil zumeist
mehreren Gruppen gemeinsamer) organischer Bausteine erzeugt wird3).

3. Die Lipoide haben #hnliche physikalische Eigenschaften, be-
sonders was jhre Loslichkeit in Fettlosungsmitteln anlangt.

Im folgenden wird uns die Frage beschiftigen, ob diese chemisch
verschiedenen Lipoidgruppen auch morphologisch identifiziert und bei

1) Dagegen ist es wohl abzulehnen, wenn etwa auch die zahlreichen Bausteine
bzw. Abbauprodukte der Lipoide wie Fettsiuren, Cholin, Cholesterin, Glycerin u. a.
herausgegriffen und auch diese (wie Adbderhalden so tretfend bemerkt, ,,hetero-
gensten Verbindungen‘‘) schon als Lipoide bezeichnet werden.

2) Escher bezeichnet alle Substanzen als Fettstoffe, ,,welche aus einer héheren
aliphatischen Verbindung — etwa von Cy, oder C;, an gerechnet — bestehen oder
solche chemisch gebunden enthalten, soweit dieselben die allgemeinen Loslichkeits-
verhiltnisse der Glycerinesterfette besitzen®.

3) Auf diese Zusammengehorigkeit weisen auch folgende Beobachtungen hin:
1. Die Stoftwechselversuche von Hueck und Wacker iiber die wechselseitige Ersetz-
barkeit verschiedener Lipoide. 2. Dort, wo die 4 erwdhnten Lipoidgruppen im
Korper angetroffen werden (in reichlicherer Menge im Zentralnervensystem, in
den Nebennieren und im Blut), sind samtliche Lipoide stets sehr innig untereinander
vermischt, ja die verschiedenen Lipoide sind gegenseitig so fest verankert, dafl die
vollkommen reine Darstellung und Abtrennung einzelner Lipoide aus dem Ge-
menge auf auBerordentlich groBe Schwierigkeiten stoft. (S. Fraenkel.)
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der mikroskopischen Betrachtung voneinander unterschieden werden
konnen. ,

Bisher suchte man auf 2 Wegen der Ldsung dieser I'rage naher-
zukommen:

1., Durch parallelgehende histologische und chemische Unter-
suchungen ;

2. durch Untersuchung der einzelnen isolierten und moglichst rein
dargestellten Lipoide mit den in der mikroskopischen Technik ge-
briuchlichen Farbemethoden und Vergleichung der an den isolierten
reinen Préaparaten erhaltenen Farbtone mit den durch gleiche Férbung
in lipoidhaltigen Gewebsschnitten erzielten Farbténen.

Ad 1. Diese Paralleluntersuchungen befafiten sich ausschlieflich
mit der Frage der chemischen Zusammensetzung der doppeltbrechenden
(von Kaiserling und Orgler im Jahre 1902 entdeckten) Lipoidtropfchen,

Panzer war der erste Chemiker, der sich erfolgreich um die Losung dieses
Problems bemiihte. Er extrahierte Organe, welche bei der morphologischen Unter-
suchung (Stoerk, Schlagenhaufer) einen besonders reichen Gehalt an anisotropen
Lipoiden aunfgewiesen hatten, mit Atkohol und heilem Aceton und isolierte doppelt-
brechende Krystalle, die sich bei der Sudanfirbung und bei der Osmierung ebenso
verhielten, wie die anisotropen Lipoidtropfchen in den mikroskopisch untersuchten
Gefrierschnitten der gleichen Organe. Als ,,integrierende Bestandteile® dieser
Krystalle konnte Panzer Cholesterin und Fettsduren feststellen. Panzer betonte,
daB die von ihm dargestellten Krystalle nicht ausschlieilich aus Cholesterinestern
bestinden, sondern aus einem Gemenge von Cholesterinestern mit anderen un-
bekannten Substanzen.

Windaus richtete bei Untersuchungen, welche das gleiche Ziel verfolgten,
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 Trépfchen beteiligh sein kénnten, gar nicht mehr in
den Kreis seiner Untersuchungen. Windaus stellte fest, daB Nieren, welche mikro-
skopisch besonders reich an anisotropem Lipoid befunden worden waren (Aschoff),
bei der chemischen Untersuchung sehr viel mehr Cholesterinester und auch etwas
mehr freies Cholesterin enthielten als normale Nieren. Windous glaubte deshalb,
mib ,,groBer Wahrscheinlichkeit‘ annehmen zu diirfen, ,,da8 die doppeltbrechenden:
Stoffe der pathologisch verfetteten Nieren aus Gemischen von Cholesterylpalmitat
und Cholesteryloleat bestehen®. Bei der Untersuchung atheromatdser Aorten
gelangte Windaus, abgesehen von einer stirkeren Mitbeteiligung auch des freien
Cholesterins, zu dem gleichen Ergebnis.

Das von Windaus beigebrachte Zahlenmaterial ist sehr eindrucks-
voll, doch erlaubt es m. E. einzig und allein den SchluB, daf} die doppelt-
brechenden Substanzen Cholesterinester enthalten, dagegen gestattet es
nicht den Schlufl, daf die anisotropen Lipoide ausschliefilich aus
Cholesterinestern bestehen.

Nach Windaus beschaftigten sich noch mehrere andere Untersucher
mit der gleichen Frage. Aber auch alle diese chemischen und morpho-
logischen Paralleluntersuchungen beriicksichtigten wieder ausschliel3-
lich nur die Cholesterinester und das Cholesterin. Der Gedanke der

37*
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ersten Untersucher (Kaiserling, Panzer), dafl die anisotropen Tropichen
aus einem Gemenge verschiedener Lipoide bestehen kénnten, wurde auch
hierbei gar nicht mehr erwogen und geriet infolgedessen in Vergessenheit.

Bei diesen Untersuchungen, welche meist die anisotropen Lipoide mensch-
licher Nebennieren betraten (Londaw und McNee, H. Sternberg, Wacker und Hueck,
Weltmann, Fex), ergab sich wieder, daf der chemisch bestimmbare Gehalt an
Cholesterinestern und freiem Cholesterin ungefihr die gleichen Schwankungen
zeigte, wie die morphologisch geschitzte Menge des anisotropen Lipoids. Die
Ubereinstimmung war allerdings keine genaue, sondern es kam auch vor, daff
anscheinend an anisotropen Lipoiden reichere Nebennieren weniger Cholesterin-
ester enthielten als morphologisch lipoiddrmere Nebennieren. Auf diese schon
von Landow und McNee beobachteten UnregelmiBigkeiten hat besonders Few
hingewiesen. Kompliziert wird die Beurteilung noch dadurch, daB auch Organe,
die bei der mikroskopischen Untersuchung frei von anisotropen Lipoiden gefunden
werden, doch Cholesterinester enthalten konnen, z. B. die Nebennieren des Schweines
und des Ochsen (Biedl, Beumer) und menschliche Nebennieren, wenn der Chole-
sterinestergehalt unter 0,25%, des feuchten Organgewichtes (das entspricht etwa
19, der Trockensubstanz) liegt.

Zur Klirung dieser Frage wurde auch der Tierversuch herangezogen. Wenn
man Herbivore mit sehr grofilen Cholesterinmengen monatelang schoppt, dann
nimmt die Menge der anisotropen Lipoide in den Nebennieren der Versuchstiere
zu, und aulerdem werden auch anisotrope Lipoide in den Reticuloendothelien
(besonders der Leber und der Milz) und in der Gefiwand der Versuchstiere ab-
gelagert (Rothschild, H. Sternberg, Amitschkow, Soper).

Daraus glaubte man wieder den Schlu8 ableiten zu diirfen, daBl das anisotrope
Lipoid aus Cholesterinestern bestehe. Da aber bei den mit Cholesterin geschoppten
Herbivoren!) nicht nur die Cholesterinester, sondern auch die Phosphatide und
die Glycerinester im Blutserum an Menge sehr betrdchilich zunehmen (Wacker und
Hueck), ist es nicht allzu fernliegend, an die Moglichkeit zu denken, dafl auch an
der vermehrten Bildung der anisotropen Lipoidtropfchen in den Geweben Phos-
phatide und Triglyceride beteiligt sein kénnten! Dafiir spricht ferner auch die
Beobachtung, dafl reichlichere Lipoidablagerungen in den Organen nur dann
entstehen, wenn neben reinem Cholesterin gleichzeitig auch andere Lipoide (Gehirn,
Leber, Bi, O1) verfiittert werden (Lit. bei Schénheimer).

Aus allen diesen miihevollen chemischen und morphologlschen
Paralleluntersuchungen kann also nur das eine mit Sicherheit gefolgert
werden: Die anisotropen Lipoidtrépfchen in normalen Nebennieren,
in pathologisch verfetteten Nieren, Aorten usw. enthalten regelmiflig
Cholesterinester und freies Cholesterin. Die Frage, ob neben den
Cholesterinestern nicht auch andere Lipoide an der Bildung der aniso-
tropen Tropichen beteiligt seien, ist noch offen; ja manche Erfahrungen
sprechen dagegen, dafi die anisotropen Lipoide ausschlieSlich aus
Cholesterinestern und Cholesterin bestehen, so insbesondere die
Beobachtung von Dietrich, daf die doppeltbrechenden Lipoide im Ge-
webe in der Regel auch nach Smith firbbar seien. Wie wir spéter sehen
werden, sind ja weder Cholesterinester noch Cholesterin nach Smith

1) Die Carnivoren reagieren auf Cholesterinfiitterung nicht mit Speicherung
anisotroper Lipoide (H. Sternberg, Ansischkow).
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farbbar, sondern diese Farbung diirfte durch ein (also in der Regel
an Cholesterinester gebundenes) Phosphatid bedingt sein! (S. 8. 578 und
590.) Diese (auf histochemischen Beobachtungen beruhende) Schluf-
folgerung fand ich bei chemischen Untersuchungen bestétigt: Die
Atheromatose der Gefife ist wohl eines der bekanntesten Beispiele
der sog. Cholesterinesterverfettung. In atherosklerotischen Arterien
nun konnte ich neben der Cholesterinvermehrung stets auch eine bedeutende
Vermehrung des lipoiden (dtherloslichen) Phosphors nachweisen?).

Nach alledem ist es vielleicht besser, den von Kaiserling vorge-
schlagenen, mehr allgemeinen Ausdruck ,,Lipoidosis fiir die aniso-
trope Verfettung beizubehalten, denn die Bezeichnung ,,Cholesterin-
esterverfettung™ wiirde bedeuten, daB ausschlieBlich Cholesterinester
an der Bildung der hierbei auftretenden Lipoidtropfchen beteiligt
seien.

Zu Punkt 2 (vgl. 8. 5871) ist folgendes zu bemerken: Die in den Ge-
weben enthaltenen Lipoide kénnen micht nur nach ihrem optischen
Verhalten (von welchém im vorhergehenden Abschnitte die Rede war)
in isotrope und anisotrope geschieden werden, sondern sie kénnen auch
durch die histologischen Farbemethoden in verschiedenen Farben
bzw. in verschiedenen Farbtonen dargestellt werden. Da diese Férbe-
methoden sehr mannigfaltig sind, ist uns die Moglichkeit gegeben, die
Lipoide noch weiter in ziemlich zahlreiche Gruppen zu scheiden. Eg
fragt sich nun, ob den in gleicher Farbténung fiarbbaren Lipoiden
stets auch die gleichen chemischen Verbindungen entsprechen, und ob
die mit dem Mikroskop unterscheidbaren verschiedenen Lipoidgruppen
auch chemisch verschiedenen, bestimmten Lipoiden entsprechen. Die
Losung dieser Frage versuchten mehrere Autoren in der Weise, dafl
sie chemisch moglichst rein isolierte Lipoide, Lipoidabbauprodukte
und kiinstlich bereitete Lipoidgemische in Emulsionen oder in feiner
Verteilung auf Glasplatten, Zigarettenpapier oder Filtrierpapier?) mit
den in der Histologie gebrauchlichen Farbemethoden und auch beziig-
lich ihres Lichtbrechungsvermégens untersuchten. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind von Aschoff, Kawamura und von Escher in
ausfithrlichen Tabellen zusammengestellt worden.

Obwohl wir in diesen Tabellen die farberischen und optischen
Eigenschaften der meisten bekannten Lipoide verzeichnet finden, er-
geben sich doch die gréBten Schwierigkeiten, sobald wir versuchen, an
der Hand dieser Tabellen zu ermitteln, ob irgendein bestimmtes Lipoid

1) Diese Vermehrung kann mehrere hundert Prozent betragen; es wird dariiber
an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet werden.

2) Die mit Lipoid getrinkten Papierstreifchen kénnen ebenso wie Gewebs-
schnitte behandelt (fixiert, gehértet, gebeizt, gefidrbt, differenziert) werden (R. Alt-
mann, Wlassak, Escher).
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in einem Fetttropfchen des Gewebes vorhanden sei oder nicht. Wenn
wir beispielsweise feststellen wollen, ob ein doppeltbrechendes Lipoid-
tropfchen Lecithin enthialt, dann nitzt es uns recht wenig, daf wir
genau wissen, in welchen Farbabténungen chemisch reines Lecithin bei
Anwendung bestimmter Farbungen erscheint. Da Lecithin in chemisch
retnem Zustonde, also unvermischt, im Organismus iiberhauwpt nicht vor-
kommt, konnen wir ja gar nicht erwarten, daf3 es in einem Lipoidirdpfchen
des Gewebes die gleichen Farbnuancen zeigt wie in reinem Zustande.

Ich gehe daher im folgenden auf die feineren Farbabstufungen, die
beispielsweise fir die Farbung mit Nilblausulfat von Kawemura mit
so grofer Genauigkeit verfolgt worden sind, gar nicht weiter einl).
Wenn wir dagegen nur solche Methoden beriicksichtigen, welche bei
bestimmten Lipoiden ein positives, bei anderen dagegen ein vollig
negatives Resultat ergeben, ist eine Beurteilung, welche Lipoide vor-
liegen, schon eher moglich. Zur Orientierung ttber diese Verhaltnisse
habe ich in der Tab.2 die wichtigsten morphologischen Gruppen-
reaktionen zusammengestellt?). Ich habe mich auch hier auf die An-

Tabelle 2.  Farbreakiionen von Lipoiden in reinem (isoliertem) Zusiande.

,
2 gl 8 Markscheiden- 3
2 'g S {3 b‘ 3 §
59 rbungen?®) |3
‘ SE @& | &
1. Glycerinester . . . . . . . .. . . .. ... \ — |+ i - —
2. Cholesterinester . . . . . . . . . .. N S s - —
3. Phosphatide: a) ungesiittigte; Beispiel: Lecithin®). | 4+ |4-%) + +
~b) gesittigte; Beispiel: Sphingomyelin | + |+ ) + —
4. Cerebroside-Sphingogalaktoside . . . . . . . . L+ +9) + -

1) Reines Lecithin wird nach Kawamure durch Nilblausulfat ,,blaulich® ge-
farbt. Die Lipoidtropichen in der Nebenniere ergeben nach dem gleichen Unter-
sucher mit Nilblausulfat ,,rotlich-blauliche, rot-blaurote oder blau-blaurote Farb-
tone. Wer wollte entscheiden, welcher von diesen 2 Farbténen fiir einen Gehalt
an Lecithin spricht?

2) Die Unterlage fiir diese Zusammenstellung sind die iibereinstimmenden
Befunde von Aschoff, Kawamura und Escher, von deren Richtigkeit ich mich durch
eigene Nachpriifungen gleichfalls iiberzeugen konnte. Nur beziiglich des Sphingo-
myelins und der Cerebroside sind wir auf die Untersuchungen von Kawamura
allein angewiesen; iiber die Eigenschaft der Doppel brechung liegen beim Sphingo-
myelin auch gleichlautende Mitteilungen von Thudichum und von Rosenheim vor.

%) Vgl. hierzu Tab. 3. ’

4) Das Cephalin zeigt keine Doppelbrechung, verhilt sich aber im iibrigen
wie das Lecithin (Kawamura).

5) Von Kewamure wird gelbrote Farbung angegeben; ich fand diese Farbung
nur duBerst schwach ausgepréigh; wenn man die Filterstreifen nicht mit sehr kon-
zentrierten Lecithinldsungen (deren Eigenfarbe aber die Sudanfirbung fast vollig
verdeckt) beschickt, erhdlt man fiberhaupt keine Firbung mit Sudan. Ebenso
scheinen sich die gesittigten Phosphatide und die Cerebroside zu verhalten, von
welchen ich allerdings keine reinen Loésungen zur Verfiigung hatte (vgl. Tab. 6).
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fithrung der wichtigsten und fiir das Ver- g
stindnis der folgenden Ausfithrungen un- - ) E
entbehrlichen Reaktionen beschrinkt, da S3E e
durch die Anfithrung aller der zahlreichen § % g I 8
gepriiften Firbemethoden die Ubersicht- = T H
lichkeit verloren ginge. Beziiglich der Ein- ] g
zelheiten verweise ich auf die ausfiihrlichen é u
Tabellen von Kawamure und von Escher. E .
- . [ — :‘
Aus der Tab. 2 ist folgendes zu ersehen: Ely =2 Ea
1. Die Eigenschaft der Doppelbrechung £ |[/4 g"g 2E ZE
wird nur bei den Glycerinestern vollig ver- § L: 3 5 §<d I o §
miBt S %‘ B é N i &
) - ] o Mo
2. Durch Sudan sind Glycerinester und 5 %m = w8
Cholesterinester gut firbbar, Phosphatide Q 8 |- §
und Cerebroside aber schlecht oder garnicht g ] o =
- ~
farbbar. 3 ~ § Z S §
3. Nach den Weigertschen Markscheiden- 3 b Eic | %D‘é &
farbungen und deren Modifikationen (im S| |3 2% AL &
. > DR
folgenden gekiirzt als W. F. bezeichnet) und  § 8= +EE
nach Ciaccio bleiben Glycerinester und Cho- 5 M R %
lesterinester ungefirbt, Phosphatidedagegen & |—] — £
werden gefarbtl). E - 2 E
Da wir uns mit dem W.F. im folgendennoch g |l 2l o & 9:’3 % =
beschaftigen miissen, méchte ich mit einigen E El5-5=s %98 f:;
Worten auf die gebriuchlichsten nach diesem S|E| S §E% , 2£ 2
L . . . gl 8281 8% 2
Prinzip verlaufenden Tarbungen eingehen: Die |52 5 S5 B8 =
Weigertsche Originalmethode und die Moditikatio- "§ g Q . 20 + 8 é
nen derselben nach Kultschiteky, Benda, Spidmeyer 5 || & S E S
und nach Smith. Alle diese Férbungen zeigen im - |/© = 8
wesentlichen einen gleichen Verlauf: 1. Beizung & g = i
- Hartung) des Lipoids mit einem Metallsalz, g P " &
2. Farbung mit gereifter alkoholischer Hamatoxy- < |lg| 2 R |
linlgsung, 3. Differenzierung (s. Tab. 3). Bl g B sS4 x
. . ) | — <] o 'ﬁ =
, Da sich die Féarbungen ganzer Stiicke schon S8l 8 2% 8 s H
wegen der dazu notwendigen langen Zeit (bei der = gn :§n'§ 5 S o g
Weigertschen Originalmethode mehrere Monate) < | w| S 5.8 = g% £
zu systematischen Untersuchungen nicht eignen, H E o g 3 E = O
habe ich diese Farbungen nur gelegentlich an- & 8 & & j g
gewendet und mich vorwiegend mit den fiir E M =gt
Gefrierschnitte ausgearbeiteten Methoden be- =
schaftigh, Von diesen steht die Firbung nach i
8mith der Originalmethode wvon Weigert am &
nichsten, da die gleiche Beize und die gleiche c DB B
Ditferenzierungsfliissigkeit angewendet wird, wih- EEEERES
—_— H=E 8382
1) Kawamure gibt an, daB auch Cerebroside < E & E IIJ =4 %
nach den W. F., nicht aber nach Ciaccio firbbar He o H
seien. A A
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rend Spielmeyer und Bends abweichend von Weigeris Vorschriften Eisenalaun
(schwefelsaures Eisenammoniumoxyd) zur Beizung verwenden.

Wenn wir jetzt zu unserem fritheren Beispiel zuriickkehren, so 148t
sich folgendes sagen: Wird ein Lipoidtropfchen des Gewebes durch die
W.F. gefarbt (namlich geschwérzt), dann ist natiirlich daran zu denken,
daB es Lecithin enthalten konnte, denn auch reines Lecithin wird durch
diese Farbungen geschwirzt. Allerdings 148t sich diese SchluBfolgerung
keineswegs mit Sicherheit ziehen, denn es konnten ja auch andere
Substanzen durch die W. F. geschwirzt werden. Tatsichlich ist auch
gerade dieser Punkt noch umstritten.

In erster Linie hat man nimlich daran gedacht, daB Cholesterin oder irgendeine
Cholesterinverbindung die Grundlage der W.F. sein miisse, da gerade die doppeli-
brechenden Lipoidtrépfchen in der Regel auch nach Smith [sowie nach Cigcciot)]
darstellbar sind (Dietrich, Kaiserling). Nun verhalten sich aber reine Cholesterin-
ester und Cholesterin gegen die W.F. vollstindig negativ!

Fiirs erste schien zwar die Meinung, daf doch Cholesteringemische die Grund-
lage der W.F. seien, bestdtigt zu werden. L. Smith und W. Mair haben in ihrer
»sUntersuchung iiber die Prinzipien, welche Weigerts Markscheidenfirbung zugrunde
liegen®, die Meinung vertreten, daB Fettsfiure-Cholesteringemische, insbesondere
Olsiure-Cholesteringemische das Substrat der W.F. seien, und daB solche Gemische
sich besonders gut nach der von Smith und Mair angegebenen Modifikation der
Weigertschen Originalmethode [in der deutschen Fachliteratur unter der Bezeich-
nung ,,Lipoidfsirbung nach Smith-Dietrich* bekannt?)] farben lassen3).

In gleichem Sinne #ullerte sich Kawamura. Escher dagegen fand nach der
gleichen Methode bei den ,,verschiedensten Mischungen von Fettsiuren und
Cholesterin® niemals eine der Farbung der Gewebslipoide entsprechende Schwarz-

1y Auch diese Methode ,,stiitzt sich auf die Tatsache, daB das Lecithin und
andere Lipoide derselben Natur (Protagon) nach einer geeigneten Behandlung mit
alkalischen Bichromaten unldslich in den gewdhnlichen Fettlosungsmitteln werden‘
(Ciaccio). Anstatt mit Hamatoxylin, wie Weigert, faxbt Ciaccio mit Sudan.

2) Die von Smith und Mair verdifentlichten Vorschriften fiir diese Farbung
lauten: Beizung in gesdttigter Kaliumbichromatlosung, Farbung ,,at 37° in Kuli-
schitzkys acid haematoxylin for a few hours (4—6) and then differentiate over
night in Weigerts solution of potassium, ferricyanide and borax®. Schon Smith
und Mair haben diese Farbung auch auf Lipoide auBerhalb des Zentralnerven-
systems angewendet und diese Autoren haben auch eingehend den Einfluf der
Chromierungsdauer untersucht. Genau genommen sollte die Farbung also wohl
nach Smith und Mair benannt werden. Der Kiirze halber wird im folgenden die
Bezeichnung Smithsche Farbung angewendet. Dietrich fand bei Anwendung der
Smithschen Farbung eine 24—48stiindige Chromierungsdauer am brauchbarsten
und hat bei dieser Anordnung Lipoide in sehr zahlreichen Organen , firben® kénnen.

3) Diese, wie ich vorwegnehmen will (s. Tab. 4), irvige Vorstellung wurde von
Dietrich in die deutsche Literatur iibernommen. Trotz eines eigenen negativen
Firbeversuches mit reiner Olsgure (itber eine Untersuchung irgendwelcher aus
reinen Substanzen bereiteter Cholesteringemische wird von Dietrich selbst nichis
berichtet) meinte Diefrich, ,,daB die Smithsche Methode sich so ausgestalten 180,
daB sie mit groBer Schiirfe die Anwesenheit von Cholesteringemischen zu erkennen
gestattet, selbst da, wo das bisher vorherrschende morphologische Kriterium der
Doppelbrechung fehlt®.
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farbung, sondern héchstens Farbung in der ,,Intensitit eines relativ blassen Lila™.
Da Escher eine solche Schwarzfirbung mit den W.F. nur beim Lecithin erhielt,
glaubte er, daB die Weigeri-positive Substanz mit Lecithin (Summe aller Substanzen,
welche man heute Lecithin, Protagon usw. nennt) identisch sei.

Wegen dieser widersprechenden Angaben habe ich die Farbbarkeit
verschiedener Fettsiuren und Fettsiure-Cholesteringemische nachge-
priift (s. Tab. 4).

Tabelle 4. (Nach cigenen Untersuchungen.)

Farbemethode nach: Spid- | pongn | Smith | Ciaecio® |, . Y eert
o meyer Originalmethode
Olsiure + i 4+ — - :
Palmitinsture + + — —
Stearinsdure Po— \ — - — ‘
Palmitins. + Stearins. + Cholestenn + -+ — —
Olsaure -~ Cholesterin + + — 4 \ 4
Lecithin Merck + + o+ + | 4
Cholesterin Merck - -] - — —
5 Markscheiden |+ \ + .+ + +
2 < | Nebenni b _
3 S ehennieren 4+ T <
Z 2.1 Atherosklerotische Arterien | -+ + ' 4 + —
& ™ | Nieren l _ S + _

Es zeigt sich, daB zwar mit den Farbungen nach Spielmeyer, Benda
und andeutungsweise auch nach Ciaccio Fettsiure-Cholesteringemische
positive Resultate ergeben, dafl aber gerade die wmstritiene Fdrbung
nach Smith diese Gemische nicht darstells.

Filterstreifen, welche mit Olsiure-Cholesterin getrinkt sind, nehmen bei der
Firbung nach Smith, besonders wenn eine langere Chromierung vorausgegangen
ist?), einen blaBgrauen Farbton an. Ja sogar leeres, fettfreies Filtrierpapier®) zeigt
die gleiche Erscheinung, wenn das Filtrierpapier nach erfolgter Chromierung nicht
sehr griindlich gewissert worden ist. Vielleicht haben Smith und Kawamura diese
blaBgraue Féirbung als positives Fiarbeergebnis gebucht, weil sie keine Kontrollen
it leeren fettfreien Papierstreifen anstellten. Dann wire der Widerspruch gegen-
iiber Eschers Ergebnissen, die durch meine Untersuchungen durchaus bestitigt
werden, erklirt®).

Wenn man einen Filterstreifen zur Hilfte mit Olsdure-Cholesterin trinkt, zur
anderen Halfte leer 14Bt, so erscheint nach beendeter Farbung die mit Olsture-
Cholesterin getrinkte Halfte andeutungsweise dunkler als die leere Halfte. Dieser

1) Kawamura gibt bei Olsiure, abweichend von meinem Befunde, positive,
dagegen bei Olsiure-Cholesteringemischen negative Farbung nach Ciaccio an.

2) Ich machte Versuche mit bis 3wdochiger Vorchromierung. )

3) Das Filtrierpapier, welches von der Fabrik (Schleicher und Schiill) fettfrei
geliefert wird, wurde zur Vorsicht mehrere Tage mib Ather und Alkohol vor-
behandelt.

4) Aaf andere technische Einzelheiten, welche den widersprechenden Farbe-
ergebnissen zugrundeliegen kénnten, will ich nicht naher eingehen, verweise nur
darauf, daB beispielsweise Kawamura manche Lipoide (welche ?) vor der Farbung
,stiber der Flamme (!) knetete‘:
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Unterschied wird wihrend der anschlieBenden Differenzierung aber nicht etwa
deutlicher, sondern er schwindet immer mebhr. Ich glaube, daB dieses Verhalten
im Vergleich zur Farbbarkeit der Gewebslipoide als negatives Firbeergebnis?)
verzeichnet werden muB, da ja die Gewebslipoide durch die Smithsche Farbung
intensiv blauschwarz dargestellt werden und diese Farbung auch nach 12 und mehr-
stiindiger Differenzierung beibehalten.

Es ergibt sich also (vgl. Tab. 4) folgendes: Wenn ein Lipoidtropf-
chen im Gewebe nach Spielmeyer, Benda oder nach der Weigertschen
Originalmethode firbbar ist, dann kann darin sowohl ein Gehalt an
Fettsiuren (besonderes Olsiure) als auch ein Gehalt an Lecithin ver-
mutet werden. Dagegen entbehrt (wie ich Hscher beistimmen muf)
die gegenwirtig so weit verbreitete Annahme, daf die durch die Smith-
sche Farbung in den Gewebslipoiden zu erzielende Blauschwarzfarbung
auf Cholesterin-Fettsduregemische zuriickzufithren sei, jeder tatsich-
lichen Unterlage.

Es ist allgemein anerkannt (Koewamura, HEscher), daf reine
Cholesterinester, reines Cholesterin und ebenso die Glycerinester nach
der Methode von Smith nicht dargestellt werden. Von den Lipoiden,
deren Fiarbbarkeit in chemisch reiner Form bisher iiberhaupt unter-
sucht ist, zeigen nur die Phosphatide (nach Keowamura auch die Cere-
broside) bei der Smithschen Farbung Eigenschaften, welche mit der
Farbbarkeit der Gewebslipoide vergleichbar sind?). Unter diesen
Stoffen ist der bekannteste und am haufigsten gepriifte das Lecithin.
Dieses ergibt bei der Smithschen Farbung (wie auch Escher berichtet
hat) eine gleich intensive Blauschwarzfarbung wie die Gewebslipoide;
diese Farbung widersteht 12stiindiger Differenzierung und ist sogar
nach 24stindiger Differenzierung noch deutlich. Lecithin farbt sich
ebenso wie die Markscheiden und ein groBer Teil der Smith-positiven

1y Escher hat angegeben, daB die Fettsiuren deshalb nach Smith-Dietrich
nicht farbbar seien, weil sie in essigsaurem Hamatoxylin gelost werden wiirden.
Tch priifte die Farbbarkeit von Olsiure-Cholesteringemischen bei Verwendung von
Hamatoxylinlésungen mit verschieden abgestuftem (09, 0,019%, 0,1%, 1% und 2%,
Essigsturegehalt und kombinierte diese Farblosungen mit verschiedener Vor-
behandlung und mit verschiedenen Differenzierungsmethoden (vgl. Tab. 3). Dabei
ergab sich, daf es fiir den Ausfall der Farbung von Olsiure-Cholesterin ganz gleich-
giiltig ist, ob das Hamatoxylin viel, wenig oder gar keine Essigsiure enthilt, sondern
dal} die Farbbarkeit nur von der Vorbehandlung abhingt. Beizung mit Eisenalaun
ergibt stets positive (blauschwarze Farbung!), Beizung mit Kaliumbichromat
dagegen negative Resultate.

2} Die morphologisch-farberischen Eigenschaften der Seifen, welche von
Kawamura, Fischler und andern ausfiibrlich geschildert worden sind, haben an
Interesse verloren, seit Jarisch nachgewiesen hat, da in den Tierkdrper eingefiihrte
Seifen infolge der physiologischen Bedingungen sofort hydrolysiert werden miissen,
daB es folglich ,,im Blut und in den Geweben praktisch keine Seifen geben kann®,
Aus diesem Grunde gehe ich auf die Farbreaktionen der Seifen (bei welchen ich
zum Teil andere Ergebnisse als Kawamura fand) nicht niher ein.
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Lipoide auch nach Spielmeyer, Benda, Ciaccio und nach der Weigert-
schen Originalmethode.

Aber diirfen wir uns mit dieser Feststellung begniigen? Beweist
die Farbbarkeit eines Lipoidtropfchens nach Smith und nach den
andern Markscheidenmethoden die Anwesenheit von Phosphatiden,
insbesonders von Lecithin oder von Cerebrosiden in diesem Tropfehen ?

Die Verhaltnisse in den Geweben sind doch viel kompliziertere als
unsere bei der Priifung reiner Substanzen vorliegenden Untersuchungs-
bedingungen. Innerhalb der Zellen konnen ja mannigfache andere,
neben den Lipoiden vorhandene Substanzen den Ablauf der Farb-
reaktionen beeinflussen! Es konnten folglich die Lipoide in den Ge-
weben eine andere Farbbarkeit zeigen als in reinem Zustande. Es
schien mir daher notwendig, die mit der Untersuchung reiner Sub-
stanzen gewonnenen Ergebnisse auch von einer anderen Seite her
nachzupriifen. Vor dem Bericht iiber diese Untersuchungen mdochte
ich mir kein Urteil iiber den Wert der verschiedenen Farbernethoden
erlauben.

Wie schon erwahnt, kommen Lipoide in chemisch reinem Zustande
im Organismus kaum vor, sondern es handelt sich stets um die Be-
urteilung von Lipoidgemischen. Darauf hat schon Aschoff hingewiesen.
Aschoff meint allerdings, es miisse ,.ein kiinftiger Forscher sich der
mithevollen Arbeit unterziehen, alle in Betracht kommenden Korper,
sobald sie erst rein dargestellt sind, in verschiedenen Emulsionen und
in verschiedenster Mischung bei verschiedensten Temperaturen zu
untersuchen®’.

Aber eine kurze Uberlegung ergibt, daB das ein von vornherein
ganz aussichtsloses Beginnen wire. Es gibt so viele verschiedene
Lipoide, und jedes dieser Einzellipoide kann in verschieden groBen
Mengen vorhanden sein, daB die Zahl der sich ergebenden Kombina-
tionen eine ganz ungeheure ist; es wire auch bei der Herstellung von
Tausenden von Gemischen nicht zu erwarten, dal man zufallig quanti-
tativ und qualitativ den natiirlich vorkommenden Gemischen ent-
sprechende Gemenge erhalten konnte?).

Ich habe daher nicht die moglichst rein isolierten Einzellipoide,
wie Aschoff, Kowamura und Bscher, sondern im Gegenteil die natiir-
lichen Lipoidgemische, welche in den Geweben vorliegen, zur Grund-
lage aller weiteren Untersuchungen gemacht. Es schien mir aussichts-
reicher, zu versuchen, von den fertigen natiirlichen Gemischen durch
stufenweisen Abbau zu einfacheren Verbindungen zu gelangen, als

1y Kawamura hat 6 verschiedene Lipoidmischungen (eine im Vergleich der
moglichen Kombinationen verschwindend kleine Zahl!) untersucht, ohne die
Mengenverhiltnisse der einzelnen Komponenten dieser Mischungen anzugeben.
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umgekehrt den Versuch zu machen, mit den isolierten Einzellipoiden
ein den natiirlichen Lipoidverbindungen shnliches kiinstliches Gemenge
zusammenzusetzen.

Sehr erleichtert wird dieses Beginnen dadurch, dafl wir chemisch
gegenwirtig viel besser iiber die Zusammensetzung der Lipoide unter-
richtet sind als etwa zu der Zeit, in welcher die doppeltbrechenden
Lipoide zum erstenmal die Aufmerksamkeit der Histologen auf sich
lenkten. Ks ist gegliickt, durch fraktionierte Extraktion der getrock-
neten Organe die verschiedenen Lipoidgruppen voneinander zu trennen.
Wenn man beispielsweise mit Aceton zu extrahieren beginut, nach
erschopfender Acetonextraktion eine Atherextraktion und an diese
eine Alkoholextraktion anschlieBt, so erhilt man im Acetonextrakt
alle Glycerinester, Cholesterinester (auBlerdem Fettsiuren und Cholesterin)
sowie die acetonloslichen Phosphatide!), im Atherextrakt die unge-
sattigten Phosphatide (z. B. das Lecithin) und im Alkoholextrakt die
geshttigten Phosphatide und die Cerebroside.

Beztiglich der eingehenderen Beschreibung dieses Extraktionsverfahrens und
der durch chemische Analysen belegten Begriindung verweise ich auf die Mit-
teilungen von 8. Fraenkel, Beumer, Erlandsen, Thudichum. Besonders bestimmt
driickt sich Fraenkel aus: ,,Man erhalt durch dieses Verfahren (n#mlich durch
die fraktionierte Extraktion) eine glatte Trennung der Hauptgruppen.

Durch eine solche Extraktion erfolgt aber nur eine ganz grobe
Trennung der verschiedenen Lipoidgruppen, und zur weiteren Reinigung
und Darstellung der einzelnen Lipoide ist eine weitere Aufarbeitung
der einzelnen Extrakte notwendig. HEs ist, wie ich glaube, kein Nach-
teil, sondern eher ein Vorteil, dafl man bei einem solchen Verfahren
vorerst noch nicht zu ganz reinen Produkten gelangt, denn die Bei-
mischungen, welche den nur in groben Umrissen getrennten Lipoid-
gruppen anhaften, sind ja die natiirlich vorkommenden, welche auch
im Gewebe mit diesen Lipoidgruppen vereinigt waren. Wenn man erst
einmal iiber die Rigenschaften der Hauptgruppen unterrichtet ist,
kann man spiter noch immer durch weitere Spaltung und Reinigung
der Extrakfe allm#hlich zu immer einfacheren Verbindungen und
schlieBlich zu den reinen Lipoiden gelangen (s. S. 589). Ich bin daher
auch bei der Untersuchung mit histologischen Methoden diesem durch
die eingehenden chemischen Untersuchungen der letzten Jahre er-
schlossenen Weg gefolgt. Ich versuchte durch eine schrittweise Lipoid-
extraktion in Verbindung mit histologischen und chemischen Unter-
suchungen einen Uberblick iiber die Leistungsfihigkeit morphologischer
Lipoiduntersuchungen zu gewinnen.

Alg erstes Objekt fiir diese Untersuchungen wihlte ich die Neben-
nieren. Eg ist durch eingehende chemische Untersuchungen (an Siuger-

1) Siehe Anmerkung 1) 8. 588 und Anmerkung 2) S. 590.
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nebennieren) festgestellt worden, daf die Nebennieren neben Glycerin-
und Cholesterinestern auch reichlich Lecithin, ferner Cephalin, Sphingo-
myelin, Cerebroside sowie acetonlosliche Phosphatide enthalten
(Alexander, Nerking, Wagner, Rosenhetm wund Tebb, Beumer). Ich
selbst fand auch in menschlichen Nebennieren bei chemischen Unter-
suchungen einen hohen Gehalt an lipoidem Phosphor?).

Bs scheint daher gerade bei der Nebenniere besonders aussichts-
reich, die wichtigsten Lipoidgruppen, besonders auch die Phosphatide
morphologisch zur Darstellung zu bringen.

Gang der Untersuchung.

Lebenswarm entnommene lipoidreiche Nebennieren werden in Scheiben zer-
schnitten und mehrere Stunden bei Zimmertemperatur in 10 proz. Formol fixiert?).
Von diesem Material werden einige Hundert ungefihr je 5—10 mm dicke Gefrier-
schnitte®) angefertigt. Einige dieser Gefrierschnitte werden in der iiblichen Weise
mikroskopisch untersucht (Doppelbrechung, Sudan, Smith usw.), die ibrigen
werden mit 100 cem Aceton iibergossen. Im Verlaufe der niichsten 3 Stunden
schiittelt man die in der Brutkammer bei 40° belassenen?) Gefrierschnitte mehr-
mals in Aceton auf. Dann wird die lipcidgetrinkte Acetonlosung abfiltriert und der
Filterriickstand mit den im Glas kleben gebliebenen Gefrierschnitten vereinigt.
In gleicher Weise werden die Gefrierschnitte noch 3mal mit frischem Aceton
extrahiert. Nach beendeter Acetonextraktion werden wieder Proben aus den

1) Dariiber wird an anderer Stelle berichtet werden.

2) Ich bin mir wohl bewuBt, daB die Einwirkung des Formols auf die Gewebe
nicht gleichgiiltig ist und die Ergebnisse der Extraktion im Vergleich zu ,,un-
fixiertem* Material dndert. Da aber fast simtliche histologischen Lipoidstudien
an fixiertem, und zwar meist an in Formol fixiertem Material gemacht worden
sind, und da ferner die Herstellung einer groBen Anzahl sehr diinner Gefrierschnitte
nur an fixiertem Material gelingt, muBte ich fiir diesen Abschnitt meiner Lipoid-
untersuchungen, welcher die Herstellung vieler diinner Gefrierschnitte erfordert,
fixiertes Material verwenden. Um den Fixationsfehler moglichst zu verringern,
habe ich méglichst kurz in der Kalte fixiert und die Schnitte dann sofort in Wasser
ausgewaschen, Bei dieser Untersuchung habe ich die Moglichkeit einer Beein-
flussung der Extraktionsergebnisse durch die vorhergegangene Fixation nie aus
dem Auge gelassen und stets parallellaufende erginzende Untersuchungen an un-
fiwiertem Material angefiigt (s. S. 584, 586—587). Ubrigens kann auch der ge-
wohnliche chemische Untersuchungsgang nicht eine Fixation des Materials ver-
meiden, wenn man unter Fixation eine kiinstlich bewirkte Koagulation des Gewebs-
eiweiBes versteht. Unter der Einwirkung des Acetons und mehr noch unter der
Einwirkung siedenden absoluten Alkohols kommt es stets zu einer ,,Fixation
im histologischen Sinne.

3) Bei einiger Ubung ist es leicht, so diinne Schnitte in so groBer Zahl her-
zustellen, da in Formol fixierte Nebennieren am Gefriermikrotom besonders leicht
schneidbar sind und da es ja nicht schadet, wenn manche Schnitbe zerrissen sind;
dagegen miissen alle etwas dickeren Schnitte herausgesucht und von der weiteren
Untersuchung ausgeschaltet werden, da dicke Schnitte ja nur unvollkommen
extrahiert wiirden.

4) Weil die Lipoide durch warmes Aceton schneller extrahiert werden als durch
kaltes (S. Fraenkel).
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Gefrierschnitten entnommen und histologisch (Doppelbrechung, Sudan, Smith,.
Spielmeyer) untersucht. Das zur Extraktion verwendete Aceton wird gesammelt.
und im Wasserbad auf ein geringes Volumen eingeengt. Mit dem so erhaltenen.
konzentrierten Acetonextrakt werden einige Filtrierpapierstreifen getrankt und
auch diese nach Eintrocknen des Extraktes mit histologischen Firbemethoden.
untersuchtt),

Die in Aceton loslichen Lipoide (s. Tab. 5) miissen nach der Aceton--
extraktion aus den Gefrierschnitten verschwunden und in den Extrakt
iibergegangen sein. In den Gefrierschnitten konnen daher dann nur
die durch acetonunlésliche Lipoide (z. B. durch Lecithin) bedingten
Farbungen noch positiv bleiben, dagegen miissen alle jene Firbungen,.
welche durch acetonlésliche Lipoide allein bedingt sind, in den Ge-
frierschnitten dann negativ ausfallen, dafiir aber in den mit Aceton-
extrakt getrinkten Filterstreifen zum Vorschein kommen.

Der gleiche Vorgang wiederholt sich nach der Atherextraktion und nach der-
mit siedendem Alkohol am Riickflufikiihler vorgenommenen Extraktion?). Jedes--
mal werden Proben der Gefrierschnitte und mit dem betreffenden Extrakt getrankte
Filterstreifen mit den histologischen Farbemethoden untersucht.

Eine Ubersicht iber den Ablauf dieser stufenweisen Lipoidextraktion:
gibt Tab. 5.

Tabelle 5. Fraktionierte Lipoidextraktion aus Gefrierschnitien (schematisch).

Im Gewebe bleiben zuriick [ In den Extrakt sind iibergegangen

Nach der ungesittigte und gesittigte Glycerinester,  Cholesterinester,
Acetonextraktion | Phosphatide, Cerebroside| acetonlsl. Phosphatide, Lipoid-
abhauprodukte (Fettsduren, Cho--

lesterin)
Nach der gesittigte Phosphatide, | ungesittigte Phosphatide (Leci-
Atherextraktion Cerebroside thin)
Nach der —_ gesittigte Phosphatide, Cerebroside-

Alkoholextraktion

Dadurch, dafl wir die gleichen Substanzen vor und nach jeder
Extraktion zuerst in den Gefrierschnitten, dann aber im Extrakt
farberisch priifen, kann. uns nichts entgehen. Erginzt wird diese
Priifung noch durch die chemische Untersuchung der Lipoidextrakte,
welche wegen der geringen Mengen allerdings auf den qualitativen
Nachweis von Phosphor und Cholesterin beschrinkt bleiben muBl.

Bei dieser Untersuchung ergibt sich iiberraschenderweise, dafl aus.
der Nebenniere similiche im Gewebsverbande farberisch iiberhunupt nach-
weisbaren Lipoide schon nach der Acetonexirakiion wverschwunden sind.
Die gleichen farberischen Eigenschaften, welche vor der Extraktion den:

1) Dazu geniigt eine dullerst geringe Extraktmenge! Mit einem Tropfen kann
man mehr als 10 je 2—3 mm breite Filterstreifen beschicken.

2) Diese verlaufen analog der als Beispiel ausfithrlicher beschriebenen Aceton--
extraktion.
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Gefrierschnitten anhafteten, sind nunmehr alle an den mit Aceton-
extrakt getrankten Filterstreifen nachweisbar (s. Tab. 6).

Obwohl die Schnitte schon nach der Acetonextraktion bei der
mikroskopischen Untersuchung anscheinend vollig lipoidfrei gefunden
werden, enthalten sie doch noch reichlich!) acetonunlésliche, aber in
Ather und in Alkohol lssliche Lipoide, wie die nachfolgenden Extrak-
tionen mit Ather und Alkohol ergeben. Alle diese erst durch die Ather-
und Alkoholextrakiion zum Vorschein gebrachien Lipoide sind also mor-
phologisch nicht darstellbar. Es ist bemerkenswert, daB der Ather-
extrakt bei der Priifung mit Filterstreifen entsprechend seinem Lecithin-
gehalte (s. Tab. 5) auch positive histologische Firbungen (wie reines
Lecithin!) gibt, obwohl doch die Gefrierschnitte vor der Atherextraktion
(nach der Acetonextraktion) diese Farbungen nicht gezeigt haben. Wir
sehen also, daB die Firbbarkeit der Lipoide im Gewebe und im freien
Zustande eine ganz verschiedene sein kann.

Es sind also alle lipoiden Substanzen, welche in Nebennieren
morphologisch nachweisbar sind, priméir?), in Aceton Ioslich. Die in
Aceton unloglichen Lipoide [Lecithin?), Cerebroside u. a.] sind, wenn
man von den Spuren absieht, welche als ,,Verunreinigungen* dem
priméren Acetonextrakt beigemengt sein kénnen, der mikroskopischen
Betrachtung nicht zugénglich.

Bei niherer Untersuchung zeigte es sich, dafl gar keine so lange
griindliche “Acetonextraktion notwendig ist, um alle morphologisch
darstellbaren Lipoide aus Nebennierenschnitten zu entfernen. Diinne

1) Die Menge der acetonunloslichen Lipoide kann die Menge der acetonlds-
lichen Lipoide sogar iibertreffen. (Eigene quantitative Untersuchungen an frischen
getrockneten Nebennieren.)

2) Darunter befinden sich, wie wir durch chemische Untersuchungen wissen,
stets auch Lipoide, welche nach ihrer Abtrennung aus dem im Aceton enthaltenem
Lipoidgemenge in reinem Zustande nicht mehr in Aceton 16slich sind. Der durch
die Beimengung (sekundir) in Aceton unloslicher Lipoide entstehende Fehler
{vgl. hierzu die schematische Ubersicht in Tab. 51) diirfte nicht betrichtlich sein.
Bestimmte Angaben hieriiber macht 8. Fraenkel: Bei der Extraktion des Gehirnes
gehen ,,sehr wenig acetonunlésliche Phosphatide (z. B. Lecithin) in den Aceton-
extrakt hinein. . :

3) Durch Cadmiumchlorid wird Lecithin aus Losungen ausgefiillt; der so ent-
stehende Niederschlag farbt sich nach Smith tiefschwarz. Ich versuchte in gleicher
Weise, wie das in der Eprouvette gelingt, das Lecithin auch im Gewebe durch heifie
alkoholische Cadmiumchloridlésung zu fillen in der Erwartung, daB auch im
Gewebe eine (unlosliche!) Cadmium-Lecithinverbindung entstehen und in situ
nach Swmith firbbar sein wiirde. Das gelingt aber weder an fixierten noch an un-
fixierten Schnitten. Nach Einwirkung heifler Cadmiumchloridiosung ist in den
Schnitten ebenso wie nach einer Acetonextraktion mit keiner Farbemethode mehr
auch nur die geringste Spur von Lipoiden nachzuweisen. Dieses Verhalten be-
stitigt die bei der Acetonextraktion gewonnene Erfahrung, dall das Lecithin in
der Nebenniere morphologisch nicht darstellbar ist.
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Gefrierschnitte geben schon nach 2—3 Min. langer Einwirkung von
Aceton keine einzige Lipoidfirbung mehr. Unfizierte Gefrierschnitte
der Nebennieren verhalten sich ebenso wie die Formolgefrierschnitte.

Ebenso schnell wie durch Aceton konnen alle firbbaren Lipoide
auch durch Ather, Xylol, Chloroform?) und durch heiBen Alkohol in
wenigen Minuten extrahiert werden. Nur kalter oder wasserhaltiger
Alkohol wirkt (wohl wegen der schlechten Loslichkeit der Cholesterin-
ester in Alkohol) bedeutend langsamer.

Wie schon Kawamura berichtet hat, werden durch kalten Alkohol die nach
Smith (und nach Spielmeyer) firbbaren Lipoide schneller extrahiert als die doppelt-
brechenden Smith-negativen Substanzen (welche letztere wohl stets .Cholesterin-
ester enthalten!).

Kawwmura glaubte, daB dieses Verhalten seine Ansicht stiitze, da die Smith-
positiven Lipoide Hiillen um die Smith-negativen Substanzen bilden. Wenn man
auch gelegentlich eine stirkere Farbbarkeit der Riander mancher Lipoidtropfchen
bei der Smithschen Farbung beobachten kann, so sind die mikroskopischen Bilder
doch keineswegs eindeutig und kénnen kaum als vollgiiltiger Beweis fiir Kawamuras
Avuffassung gelten. Aus der leichteren oder schwereren Loslichkeit der einzelnen
Lipoidfraktionen aber auf ihre Srtliche Anordnung im Gewebe zu schlieBen, ist
vielleicht doch etwas gewagt.

In gleicher Weise wie die Nebennierenlipoide verhalten sich die
Lipoide in atherosklerotischen Arterien?) (s. Tab. 6). Kine andere Los-
lichkeit und Férbbarkeit zeigen dagegen die Lipoide in pathologisch
verfetteten Nierend).

Vor der Extraktion findet man (vorwiegend in den Epithelien der Tubuli
contorti) doppeltbrechende Lipoidtropichen, die mit Sudan, nach Ciaccio und nach
Smith farbbar sind. Nach der Acetonextraktion sind Doppelbrechung, Sudan-
farbung und Férbung nach Ciaccio negativ, dagegen bleibt die Farbung nach
Smith positiv, ja sie tritt nach der Acetonextraktion eher noch deutlicher hervor
und verschwindet auch micht nach der Ather- und Alkoholextraktion. Da ich
vermutete, daBl vielleicht eine zu wenig griindliche Extraktion die Ursache sei,
habe ich wenige, ausgesucht diinne Qefrierschnitte dieses Materials fagelang mit
groBen Mengen kochenden Acetons, mit Ather und mit siedendem Alkohol am
RiickfluBkiihler extrahiert. Das Ergebnis war das gleiche, die Farbung nach Smith

1) Vor der Einwirkung dieser Extraktionsmittel werden die (fixierten oder
unfixierten) Gefrierschnitte an Objekttrager angetrocknet. Vom Standpunkte des
Histologen erscheint dieses Vorgehen vielleicht etwas barbarisch, da die Gewebe
beim Austrocknen betrichtlich schrumpfen; es ist aber notwendig, da diese 3 Ex-
traktionsmittel nicht mit Wasser mischbar sind. Die Entscheidung, ob noch
farbbare Lipoide vorhanden sind oder nicht, bereitet auch an geschrumpften
Schnitten keine Schwierigkeit, wenn die Schnitte nur gut ausgebreitet sind.

2) Ich untersuchte Aorten und basale Hirnarterien.

) Die farberischen Eigenschaften der in den Nierenepithelien bei verschiedenen
Krankheiten anzutreffenden Lipoide zeigen mannigfaltige Verschiedenheiten.
Ich beschrinke mich hier auf die Anfiihrung eines Beispiels von Lipoidose der
Nieren (ohne Amyloidose) bei chronisch indurierender Lungenspitzentuberkulose
(57 jahriger Mann, im Harn bis 25%/,, EiweiB, Leukocyten, granulierte Zylinder,
nie Erythrocyten; Odeme, afebriler Verlauf).
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blieb sowohl an den Lipoiden als auch an den Erythrocyten!) ebenso kriftig wie
vor der Extraktion. An unfixierten Gefrierschnitten dagegen war bei der gleichen
Behandlung eine deutliche Abnahme, aber kein volliger Schwund der nach Smith
farbbaren Substanz festzustellen. .

Auch mit Zenkerscher Losung fixiertes und in Paraffin eingebettetes Material
zeigte eine unverinderte Farbbarkeit bei der Smithschen Farbung.

In mit Formol fixierten Gefrierschnitten des Gehirns sind die Markscheiden
auch nach griindlicher Extraktion mit warmem Aceton noch deutlich durch die
Sudanfarbung, ferner nach Ciaccio und nach Smith darstellbar, wihrend die Fér-
bungen nach Spielmeyer und Benda negativ geworden sind. Die Smithsche Farbung
ergibt an den Gefrierschnitten nach der Acetonextraktion sogar viel bessere,
klarere Bilder?) als vorher, und selbst nach der Atherextraktion sind die Mark-
scheiden in diesen Gefrierschnitten noch mit Sudan und auch nach Smith farbbar
geblieben; erst nach der Alkoholextraktion ist die Farbbarkeit der Markscheiden
bis auf geringe Spuren verloren gegangen.

Das Verschwinden mancher Farbungsreaktionen (Spielmeyer und
Benda) bei Erhaltenbleiben der Smithschen Farbung und der Sudan-
farbung nach der Aceton- und nach der Atherextraktion formolfixierter
Gehirngchnitte kann nicht auf die Extraktion irgendeines bestimmten
Lipoids zurickgefiihrt werden, denn, wie wir gesehen haben (Tab. 4),
haben die von Spielmeyer und Benda angegebenen Farbungen einen
weiteren Wirkungsbereich als die Smithsche Farbung: Alle nach Smith
farbbaren Lipoide, deren Reaktion in reinem Zustande wir kennen,
z. B. das Lecithin, sind auch nach Spielmeyer und nach Benda firb-
bar, nicht aber umgekehrt. Dieses nur an formolfixiertem Material zu
beobachtende Verhalten muf} also andere Ursachen haben.

Wir konnten schon bei der Untersuchung lipoidhaltiger Nieren
einen ungleichm&figen Ausfall der verschiedenen Firbungen an fixier-
tem und an unfixiertemm Material feststellen. Die gleiche Beobachtung
konnen wir nun auch bei der Untersuchung des Gehirnes machen.
Diese Frscheinung diirfte dadurch bedingt sein, dafl manche Lipoide
an die durch das Fixationsmittel gefillten Eiweilkorper des Zellproto-
plasmas gebunden sind3), und daB in solcher Art gebundene Lipoide

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

%) Ich glaube diese, Methode zur Darstellung der Markscheiden in Gefrier-
schuitten besonders empfehlen zu sollen, da die Schnitte durch die Acetonbehand-
lung viel fester werden und auch bei der nachfolgenden Chromierung nicht briichig
werden, wie sonst. Man verfahrt in folgender Weise: Fixation in Formol, Her-
stellung von Gefrierschnitten; diese werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur
oder 4 Stunden bei 37° unter ofterem Umschiitteln in Aceton belassen. Dann erst
wird die Farbung nach Smith vorgenommen (2 Tage Bichromat, 4 Stunden Kult-
schitzlys essigsaures Hamatoxylin, 12 Stunden Weigerts Boraxferricyankalium,
EinschlieBen in Canadabalsam).

%) Uber denfeineren morphologischen Aufbau dieser RiweiB-Lipoidverbindungen
im Zellprotoplasma sind wir durch die Untersuchungen von E. Albrechi unter-
richtet.
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sowohl der Extraktion langer widerstehen als auch nicht mehr allen
Farbemethoden (z. B. nicht den Fiarbungen nach Spielmeyer und nach
Benda) zugénglich sind.

Fiir die Richtigkeit dieses Erklarungsversuches sprechen auch fol-
gende Beobachtungen:

1. Es laBt sich durch Wagung der Lipoidextrakte zahlenmafig fest-
stellen, daB aus dem mit Formol fixierten Materiale durch Aceton und
durch Ather wentger Lipoide extrahiert werden als aus frischem Ma-
teriall).

2. Wenn frisches Gehirn ohne Formolfixation unmitteibar in Aceton
gebracht und von diesem Material?) nach kurzer Wisserung Gefrier-
schnitte gemacht werden, so zeigt es sich, dafl die morphologisch dar-
stellbaren Lipoide aus diesen unter Umgehung der Formolfixation
hergestellten Schnitten viel leichter und vellstandiger extrahiert wer-
den kénnend). In diesem Falle sind némlich die Markscheiden schon
nach der Acetonextraktion nur mehr andeutungsweise, nach der
Atherextraktion iiberhaupt nicht mehr mit Sudan und nach Smith
farbbar. ,

Es sind also auch im Gehirn alle histologischen Lipoidfdirbungen
einschlieBlich aller Markscheidenfirbungen in erster Linie auf primdr
acetonlisliche Lipoide zuriickzufithren. Daneben sind die acetonunlds-
lichen und erst in Ather loslichen Lipoide (besonders das Lecithin)
nur wenig an dem Zustandekommen der Markscheidenfarbung be-
teiligt, wahrend die erst durch Alkohol extrahierbaren gesittigten
Phosphatide und die Cerebroside im Gehirn #@iberhaupt nicht farbbar
gind (s. Tab.5 und 6).

1) Briicke und Medulla oblongata werden méglichst genau in der sagittalen
Mittellinie halbiert. Beide Hilften werden gewogen. Eine Halfte wird sogleich
unter Zusatz von Gips getrocknet und zu Pulver zerrieben, die andere Halfte wird
zuerst in feine Schnitte zerschnitten mit, 109}, Formol tibergossen, nach 24 Stunden
mit kaltem Wasser ausgewaschen und erst dann mit Gips getrocknet und pulveri-
siert. Hierauf werden beide Halften in Soxhletapparaten erschopfend zuerst mit
Aceton und dann mit Ather, schlieBlich am RiickfluBkiihler mit siedendem Alkohol
extrahiert. Bei diesem Verfahren ergibt das in Formol fixierte Material (wenn man
die Ausbeute der gleichen Menge des frischen Ausgangsmateriales zu 1009, ansetzt)
nur 84,59 Acetonextrakt, 449 Atherextrakt, dagegen 3339 Alkoholextrakt.
Die Alkoholextraktion gleicht also bei fixiertem Material zum grofiten Teil die
unvollstindige Aceton- und Atherextraktion aus. Der Alkoholextrakt enthilt
demnach in diesem Falle auch mit Sudan, nach Spielmeyer usw. farbbare Lipoide
(vgl. Tab. 6), welche bei Verwendung unfixierten Ausgangsmafnenales stets schon
‘durch Aceton und Ather ausgezogen werden.

2) Die Vorbehandlung mit Aceton ist notwendig, da es unmdglich ist, aus
véllig unfixiertem Gehirn diinne Gefrierschnitte herzustellen.

%) Nur die Farbbarkeit der Erythrocyten nach Smith bleibt auffallend lange
nach der Aceton- und nach der Atherextraktion) erhalten.

38
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Mit einigen Worten mochte ich noch auf die Untersuchung der
einzelnen, durch die aufeinanderfolgenden Aceton-, Ather- und Alkohol-
extraktionen getrennten Lipoidfraktionen eingehen. Durch die Ex-
traktion von Gefrierschnitten erhait man nur sehr geringe Extrakt-
mengen, selbst wenn man mehrere hundert Gefrierschnitte verarbeitet.
Die Menge der in dieser Weise erhaltenen Hxftrakte war nur bei den
lipoidreichen Nebennieren und beim Gehirn fiir eine weitere Unter-
suchung (Priiffung des Phosphorgehaltes und der histologischen Farb-
barkeit der Extrakte) ausreichend.

Da bei der Verwendung von Gefrierschnitten, also von feuchtem
Ausgangsmaterial auch anorganische Salze und vielleicht auch Eiweill
in den Acetonextrakt gelangen, habe ich zur Kontrolle stets auch
Paralleluntersuchungen mit grofleren Mengen unfixierten, getrockneten
und pulverisierten Materiales durchgefithrt. Diese letztere Methode
wurde auch bei atheromatdsen Arterien (bei welchen die Gefrierschnitte
eine zu geringe Ausbeute an Lipoidextrakten ergeben) angewendet.

Ee zeigte gich, dafl die Acetonextrakte stets (auch bei der Ver-
wendung getrockneten Ausgangsmaterials!) neben Cholesterin auch
Phosphor enthielten. Die Priffung der aus Gefrierschniften und der aus
trockenem Organpulver hergestellten Extrakte mit histologischen
Farbemethoden hatte iibereinstimmende Ergebnisse. Beziiglich der
Farbungsreaktionen des Ather- und des Alkoholextraktes und der
Extraktion von Lipoiden aus morphologisch anscheinend lipoidfreiem
Material verweise ich auf meine Ausfiihrungen 8.583 und auf die
Tab. 6. ‘

Wie sich aus den im vorhergehenden mitgeteilten Befunden ergibt,
kann die Frage: Welche Lipoide konnen histologisch dargestellt werden?
in der Regel auf ein engeres Gebiet beschrinkt werden, da alle primar
acetonunloslichen Lipoide einer histologischen Darstellung meist (z. B.
in der Nebenniere) iiberhaupt unzuginglich sind. Unsere Fragestellung
wird daher folgende sein: Welche acefonldslichen Lipoide werden durch
die einzelnen Firbungen dargestellt?

Ich versuchte durch weitere Spaltung des Acetonextraktes von
Nebennieren diese Frage wenigstens zum Teil zu 16sen. Der Aceton-
extrakt besteht, wie wir durch chemische Untersuchungen wissen,
hauptsichlich aus Glycerinestern, Cholesterinestern, freien Fettsiuren
und freiem Cholesterin. Alle diese Substanzen sind aber nicht nach
Smith farbbar (s. Tab.4). Der Acetonextrakt ist aber sehr stark
nach Smith farbbar! ,

Da der Acetonextrakt neben den erwihnten Smith-negativen
Stoffen stets auch Phosphatide enthilt!), so war daran zu denken,

1} Das Vorkommen acetonldslicher Phosphatide ist seit den Untersuchungen
von &. Fraenkel und dessen Mitarbeitern bekannt. Sie wurden bisher aus den
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dafl diese die Trager der im Acetonextrakt feststellbaren positiven
Smithschen Farbung sein kénnten. Ich versuchte daher, die aceton-
lsslichen Phosphatide aus dem Acetonextrakt abzutrennen, um ihre
histologischen Farbreaktionen zu priifen.

Nach mehreren Versuchen, welche sich an den von Frankel und Eligs tir die
Isolierung der acetonldslichen Phosphatide aus dem Gehirn beschriebenen Unter-
suchungsgang anschlossen, gelangte ich zu folgender Methode:

Menschliche Nebennieren werden lebenswarm entnommen, nach Windaus
mit Gips getrocknet, pulverisiert und das trockene Organpulver mit Aceton im
Soxhletapparat extrahiert. Nach Abdampfen des Acetons im Wasserbad wird
das extrahierte Lipoid in wenig absolutem Alkohol gelést und bei 60° mit aikoho-
lischer 10proz. Cadmiumchloridlosung?) im UberschuB gefsllt. Der Alkohol wird
im Wasserbad abgedampft und der verbleibende Riickstand im Soxhletapparat
mit Ather cholesterinfrei gewaschen. Wir erhalten auf diese Weise 2 getrennte
Fraktionen des Acetonextraktes:

1. Die Atherlosung; diese enthilt alle Bestandteile des Acetonextraktes, welche
auch in Ather 1sslich sind: alle Glycerinester, Cholesterinester sowie freies Chole-
sterin, freie Fettsduren und in Spuren Phosphor?), Filterstreifen, welche mit dieser
Atherlosung beschickt worden sind, zeigen positive Farbung mit Sudan (rot),
ferner nach Ciaccio (gelbrot), Spielmeyer und Benda (tiefschwarz); dagegen fallt
die Smithsche Firbung fast véllig negativ aus (CGraufirbung anstatt Schwarz-
farbung).

2. Der cholesterinfrei gewaschene Riickstand; dieser ist von allen itherlds-
lichen Lipoiden gereinigt. Er wird durch destilliertes Wasser®) auch von dem
tiberschiissigen Cadmiumchlorid befreit. Die iibrigbleibende feste braune Substanz
wird getrocknet. Diese Substanz enthélt Phosphor und zeigt dhnliche.(aber nicht
vollig gleiche!) Laslichkeit, wie die von Frinkel und Elias aus dem Acetonextrakt
des Gehirns isolierte, weiBgefirbte Cadmium-Phosphatidverbindung?). Sie ist

Acetonextrakten des Gehirnes, Riickenmarkes, des Pankreas und aus Hithnereiern
isoliert (Elias, Pari, Dimitz, Bolaffio, Linnert). Die chemische Untersuchung hat
ergeben, dafBl diese acetonloslichen Phosphatide'sich durch mehrere Eigenschaften,
besonders durch ihren hohen Stickstoffgehalt, von den Lecithinen unterscheiden.
Acetonlosliche Phosphatide fanden auch Beumer in den Hammelnebennieren und
Erlandsen im Rinderherzen. Ich habe in den Acetonextrakten aus getrockneten
und pulverisierten menschlichen Nebennieren, atheromatosen Arterien und aus
Gehirn stets ziemlich reichlich Phosphor nachweisen kénnen. Nach den Erfah-
rungen von 8. Frinkel war daran zu denken, daB ein Teil von diesem Phosphor
anorganischer Natur sein kénnte. Bei naherer Priifung einiger Nebennieren-
extrakte fand sich diese Vermutung aber nicht bestitigt. Es lieB sich darin
kein anorganischer Phosphor nachweisen. (Vzl. Anm. 3), 8. 589.)

) Bekanntes Fallungsmittel fiir Phosphatide.

2) Ich versuchte durch wiederholte Fallung mit Cadmiumechlorid diese Fraktion
von Phosphor zu reinigen und gelangte auf diese Weise zu einer Lipoidlasung, in
welcher kein Phosphor mehr nachweisbar war; auch diese Losung war farbbar mit
Sudan, nach Ciaccio, Spielmeyer und Benda, dagegen war nunmehr die Smithsche:
Farbung vollig negativ. v

%) In dieser wiisserigen Losung ist kein Phosphor nachweisbar; der Aceton-
extrakt scheint demnach keinen anorganischen Phosphor zu enthalten.

4) Diese ist nach Angabe der Autoren 16slich in Chloroform, Xylol, siedendem
Alkohol, ,,kaum‘‘ l6slich in Petrolather und ,,noch weniger in Ather.



590 H. Kutschera-Aichbergen :

16glich in Chloroform und in heiBem Alkohol, schwer 16slich in warmem Xylol und
Benzol, unloslich in Ather und in Aceton!). Eine weitere Reinigung und Analyse
war wegen der geringen Menge nicht moglich?). Fiir unsere Zwecke geniigt es, zu
wissen, dafl diese phosphorhaltige, aus dem Acetonextrakte isolierte Substanz
nach Smith blauschwarz gefarbt wird, und zwar sidrker als der urspriingliche
Gesamtacetonextrakt. Diese Substanz ist auch wvach Spielmeyer und Benda
(schwarz), nach Ciaccio und mit Sudan (gelbrot) firbbar.

Die gleiche Farbbarkeit zeigt das aus dem Gehirn ausziehbare acetonldsliche
Phosphatid, das Leukopoliin, welches ich nach der Methode von Frinkel und Elias
darstellte.

Es ergibt sich also, dafl die Smithsche Farbung der Nebennieren.
lipoide nicht auf dem Gehalt an Cholesterinestern, Glycerinestern,
freien Fettsiuren, freiem Cholesterin oder deren natiirlich vorkommen-
den Gemischen beruht, sondern auf ihrem Gehalt an einer phosphor-
haltigen, primér acetonléslichen, nach Fallung mit Cadmiumehlorid in
Aceton und in Ather unlsslichen Substanz.

Es ist nicht unwahrscheinlich, dafl der gleiche Stotf, welcher
in der Nebenniere so eng mit den doppeltbrechenden Lipoiden ver-
bunden ist, auch in anderen Organen mit den doppeltbrechenden
Lipoiden zugleich auftritt und es bedingt, dafl éiberall dort, wo doppelt-
brechende Lipoide vorkommen, meist auch die Farbungen nach Smith
(und ebenso nach Ciaccio) positiv ausfallen  (Dietrich, Kaiserling s.
S. 573). Der Nachweis dieser Substanz in anderen Organen stofit aber
wegen der sehr geringen Menge auf noch grofiere Schwierigkeiten als
in den Nebennieren.

Wie die vorliegenden Untersuchungen gezeigt haben, kénnen wir
uns durch die mikroskopische Betrachtung nur iiber einen verhdlinis-
mafig kleinen Teil aller im Zellprotoplasma vorhandenen I.ipoide ein
Urteil bilden, der Weg der chemischen Identifizierung farberisch dar-
gestellter Gewebslipoide ist lang und beschwerlich, und unsere Kennt-
nisse auf diesem Gebiete sind sehr unvollkommen.

Bevor ich die Ergebnisse meiner Beobachtungen zusammenfasse,
mdchte ich noch kurz auf die neueren und neuesten Arbeiten iiber die
Morphologie der Lipoide hinweisen, welche (ganz im Gegensatz zu
meinen Erfahrungen!) eine sehr optimistische Auffassung iiber die
Leistungsfahigkeit der mikroskopischen Untersuchung auf diesem Ge-

1) Nach der Fallung mit Cadmiumchlorid!

2} Auf das sehr heikle und umstrittene Gebiet (Lit. hieriiber bei 8. Frankel)
der chemischen Individualitdt dieser primér acetonloslichen Phosphatide kann ich
nicht eingehen, da hierzu ein sebr viel groBeres Material notwendig wave, als mir
zur Verfiigung steht. Nur eingehende chemische Untersuchungen kénnten uns
dariiber AufschluBl geben, ob hier ein acetonlosliches Phosphatid im Sinne 8. Frin-
kels vorliegt, oder ob es sich um acetonunldsliche Phosphatide (etwa Lecithine)
handelt, welche infolge enger Bindung an acetonlésliche Lipoide (Fett, Chole-
sterin u. a.) in den primiren Acetonextrakt hineingeraten sind.
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biete zeigen. Alle diese Arbeiten stiitzen sich in erster Linie auf die
Untersuchungen Kawamuras, und es scheint die Meinung weit verbreiteb
zu sein, daB aus den farberischen Kigenschaften rein dargestellter
isolierter Lipoide Schliisse auf die Gewebslipoide zuldssig seien und
umgekehrt. Daher kommt es, da in histologischen Untersuchungen
tiber Lecithin, Cephalin, Sphingomyelin, Cerebroside und iiber manche
andere Lipoide berichtet wird, welche nach meinen Erfahrungen im
Gewebe mit keiner einzigen histologischen Methode sichtbar gemacht
werden kénnen. Dieser Optimismus tritt in zahlreichen Arbeiten bis
in die allerletzte Zeit hervor (v. Mikulicz- Radecki, Wail, Jaffé und
Twantscheff, Sorg und Jaffé, Petri u.a.), ja Dietrich und Kleebery
meinen in ihrem zusammenfassenden Bericht iiber dieses Thema so-
gar, daBl ,,das Ziel einer morphologischen Analyse nahezu erreicht‘ sei.

Dagegen beschréinkt sich Arndf auf eine Abgrenzung der ,,Lipoide
im engeren Sinne!)** und meint, daB} sich eine ,,préizisere Aussage iiber
den néheren chemischen Charakter der Lipoide im engeren Sinne auf
histochemischem Wege nicht erzielen laft“.

-SehluPsdize.

1. Die doppeltbrechenden Lipoidtrépfchen in den Geweben eni-
halten in der Regel Cholesterinester, sie bestehen aber nicht ausschlief-
lich aus diesen. Die altere, von Kuaiserling eingefiihrte Bezeichnung
Lipoidosis diirfte daher fir die anisotrope Verfettung der einseitigen
Bezeichnung Cholesterinesterverfettung vorzuziehen sein (vgl. hierzu im
folgenden Punkt 10). »

2. Cholesterin-Fettsauregemische werden durch die Weigertsche
Markscheidenfirbung und ebenso durch die meisten der Weigerischen
Methode nachgebildeten ,,Markscheidenfirbungen gefarbt. Eine Aus-
nahme bildet die von Smith angegebene Modifikation. Nach der
Smithschen Firbung werden weder Cholesterin-Fettsiure-Gemische,
noch Cholesterinester geschwirzt. Dagegen gibt die Smithsche Farbung
bei Phosphatiden positive Ergebnisse.

3. Chemisch rein dargestellte isolierte Lipoide konnen zwar durch
histologische Untersuchungsmethoden voneinander unterschieden wer-
den (Tab. 2); dagegen koénnen die an reinen Lipoiden festgestellten
farberischen Eigenschaften nicht immer ebenso auch an den im Gewebe
gebundenen Lipoiden sichtbar gemacht werden, da im Gewebe meist
Lipoidgemische vorliegen, und da ferner die Farbbarkeit der Lipoide im
Gewebe auch von anderen, neben den Lipoiden im Zellprotoplasma
vorhandenen Substanzen beeinfluit werden kann.

4. Es kann demnach ein Lipoid, welches in reinem Zustande eine
bestimmte Férbbarkeit zeigt, im Gewebe eine andere oder iiberhaupt

1) Als solche gelten die Phosphatide und Cerebroside.
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keine Farbbarkeit erkennen lassen. Man darf daher bei Lipoidfse-
bungen im Gewebe nicht schon aus dem Auftreten einer bestimmten
Farbnuance allein auf ein bestimmtes Lipoid schlieBen, wenn dieses in
reinem Zustande (also unter ganz anderen Untersuchungsbedingungen!)
eine gleiche Farbnuance zeigt.

5. Der Versuch, nach Kawamuras Beispiel durch die Herstellung
moglichst mannigfaltiger kiinstlicher Lipoidgemische ein brauchbares
Vergleichsobjekt zu den Lipoidgemischen des Gewebes zu erhalten,
ist aussichtslos, denn es ist wobl kaum moglich, kiinstlich den ver-
wickelten, im Zellprotoplasma enthaltenen Lipoidgemischen und Lipoid-
Eiweifgemischen vergleichbare (Gemenge nachzubilden.

6. Dagegen gelingt es, einen gewissen Uberblick iiber die Leistungs-
fahigkeit der morphologischen Lipoidanalyse zu bekommen, wenn
man die mikroskopischen Untersuchungen mit einer planm#Bigen
stufenformigen Lipoidextraktion verbindet (an Gefrierschnitten).

7. Hierbei ergibt sich, daBl die Leistungsfahigkeit der morpho-
logischen Lipoidanalyse bisher sehr iiberschétzt worden ist. Im allge-
meinen sind nur die primdr acetonldslichen Lipoide einer morphologischen
Darstellung zugdnglich. Die (z. B. in den Nebennieren)v sehr belrdchi-
lichén Mengen der primdr acetonunléslichen und erst durch Ather oder
durch Alkohol extrahierbaren Lipoide konnen durch keine einzige
Lipoidfirbung sichtbar gemacht werden. Auch die Markscheiden-
farbungen beruhen in erster Linie auf dem Gehalte der Markscheiden
an acetonldslichen Lipoiden.

8. Man kann also nach histologischen Uniersuchungen ollein kein
Urtedl diber acetonunlosliche Lipoide (Lecithin, Cephalin, Cerebroside u. a.)
abgeben. _

9. Innerhalb der acetonldslichen Lipoide ist eine Unterscheidung
durch verschiedene Farbungen moglich. Im besondern kann aus dem
Acetonextrakt der Nebennieren eine nach der Behandlung mit Cadmium-
chlorid in Ather unlésliche, phosphorhaltige, nach Smith farbbare Sub-
stanz von den dtherloslichen, nach Smith nicht farbbaren Bestand-
teilen des Acetonextraktes abgetrennt werden.

10. Chemische Untersuchungen haben ergeben, dafl tberall dort,
wo normalerweise  cholesterinhaltige Lipoidgemische vorkommen
(Nebennieren, Gehirn, Blut), stets auch acetonunlésliche, also morpho.
logisch wicht nachweisbare Lipoide in betrdchilichen Mengen vorhanden
sind. Es ist sehr wahrscheinlich, daff auch bei den pathologischen Ver-
fettungen neben den Cholesteringemischen andere weniger auffallende
(nicht farbbare), aber darum kaum weniger wichtige Lipoide abgelagert
werden. Bisher haben die Cholesterinester infolge ihrer, ich mochte
fast sagen, aufdringlichen morphologischen Higenschaften nahezu die
ganze Aufmerksamkeit der Untersucher auf sich gezogen (vgl. Punkt 1).
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Die Aufdeckung der Unzulénglichkeit aller morphologischen Lipoidunter-
suchungen fordert geradezu auf, unsere sefir etnseitigen Kenntnisse tiber die
pathologischen Lipoide durch chemische Untersuchungen zu erginzen.

So sind z. B. an der Bildung der atherosklerotischen Herde, welche
als wichtige Beispiele der sog. ,,Cholesterinesterverfettung® gelten,
auch phosphorhaltige Lipoide in sehr betrdchilicher Menge beteiligt.

11. Vergleichende Untersuchungen an fixiertem und an unfixiertem
Material ergeben (in Ubereinstimmung mit E. Albrechts Theorie), daB
ein groBer Teil der Gewebslipoide an Eiweil gebunden ist.

Nachtrag bei der Korrektur.

Erst wiahrend der Drucklegung erhielt ich Kenntnis von den Unter-
suchungen Buscainos'), welcher schon in den Jahren 19131915 die
fraktionierte Lipoidextraktion nach 8. Frdnkel auf Gefrierschnitte an-
gewendet hat. Buscaino untersuchte nur formolfiziertes Material des
Zentralnervensystems und gelangte daher (siche meine vergleichenden
Untersuchungen an formolfixiertem und an unfixiertem Material
S. 585--587) zu irrigen SchluBfolgerungen.. Die Zusammensetzung der
einzelnen Lipoidextrakte hat Buscaino nicht gepriift.

Die soeben von Stiiler?) mitgeteilte Methode zur histochemischen
Darstellung von Phosphatiden konnte ich auf ihre Spezifitit nicht mehr
nachpriifen. Nach meinen eigenen Erfahrungen mit Cadmiumchlorid
{s. Anmerkung 3, 8. 583) diirfte auch durch die von Stéler vorgeschlagene
Anwendung von Cadmiumsalzen nicht mehr erreicht werden als durch
die verschiedenen schon bisher bekannten ,,Markscheidenfirbungen®.
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