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~3berblickt man die Reihe der Hilfsmittel, die zum Nachweis yon 
Fet ten und Lipoiden im Gewebo zur Verffigung stehen, so sind bisher 
die histochemisehen Methoden ffir die morphologisehe Betraehtung yon 
ausschlaggebender Bedeutung gewesen. 

Wir haben sehon in mehreren Arbeiten auf die grundlegenden Min- 
gel hingewiesen, die diesen Methoden anhaften. Neben der yon uns er- 
wiesenen Unzul~ngliehkeit der zur Verffigung stehenden F~rbeverfahren 
zur Di]]erenzierung einzelner Fettgrwppen, also zur ehemisehen Identifi- 
zierung wirkt stSrend, da~ der Ausfall der Farbreaktionen in entschei- 
dander Weise yon dem wechselnden physikaliseh-ehemisehen Zustando 
der Fettstoffe im Organe abhangig ist. Wit konnten selber nach Unter- 
suehungen fiber den Ablauf des Fettstoffweehsels im mensehlichen und 
tierisehen Corpus luteum auf die Abhgngigkeit des positiven oder nega- 
riven Aus/alles einer Fett/grbung im Gewebe von dem ~eweiligen .Funktions- 
zuatande des betre//endenOrgans ~ufmerksam machen. Da wir fiber weitere 
erginzende Untersuehungen in Ki~rze berichten werden, begnfigen wir 
uns mit diesem Hinweis. 

Unsere Kelmtnisse fiber die physico-chemisehen Zustands~nde- 
rungen der Fettstoffe im Gewebe sind v61lig lfiekenhaft. Die Versuche, 
mit Hilfe ffaktionierter ExtraktioneI1 einen Einbliek zu gewinnen, 
stehen im Anfangsst~dium und ihre Ergebnisse sind nut  mit grol]er Vor- 
sieht zu werten (s. auch S. 369). 

Bei den Untersuehungen, die wit zur K]irung der Frage der Spezifi- 
t~t der einzelnen histoehemisehen Fettdifferenzierungsverfahren an- 
stellten, gingen wir yon der Untersuchung der reinen chemischen Stoffe 
aus. Neben der Priifung einzelner ungemischter Fettstoffe wurde das 
tIauptgewicht auf die Ergebnisse der Fgrbungen an zahlreichen Mi- 

i Die U n t e r s u c h u n g e n  w u r d e n  m i t  U n t e r s t f i t z u n g  der  Notgemeinseha~t ;  
D e u t s e h e r  W i s s e n s c h a f t  durchgef i ih r t .  
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schungen der versehiedensten Fettstoffe gelegt, da wir im Gewebs- 
schnitt stets mit zusammengesetzten Fe~tgemischen zu rechnen haben. 
Wir konnten nachweisen, dal? die am Gefrierschnitt durehfiihrbaren 
Unterscheidungsverfahren in ihrer Mehrzahl bei Priifungen an Fett- 
mischungen versagen und somit /i~r eine Gruppenunterscheidung der 
.Fettsto//e im Gewebe unbrauchbar sind. 

Es ist im Ansehlul3 an unsere frfiheren Untersuehungsergebnisse yon 
verschiedenen Seiten die Frage des bleibenden Wertes der histoehemisehen 
:Fettdffferenzierungsverfahren er6rtert worden. Die Methoden haben 
ohne Zweifel nur deshalb eine so grebe Verbreitung gefunden, weft man 
glaubte, mit ihnen einen Einbliek in den physiologischen und patho- 
logisehen Zellchemismus gewinnen zu k6nnen. Naeh unseren Unter- 
suehungen sind alle Versuche, aus dem Ausfall der Fgrbungen auf die 
Anwesenheit chemiseh bestimmter K6rper'zu schliel3en, v611ig abzulehnen. 
Wol/[ und 2Xrankenthal spreehen davon, dab durch das Ergebnis unserer 
Untersuehungen ,,der ttistoehemie der Fettstoffe das Todesurteil ge- 
sproehen sei". Werm Wol[[ und tZrankenthal das Urteil ,,als zu weir ge- 
gangen" einsehr~nken, so begrfinden sie diese Meinung mit Forderungen 
an den Ausbau der Methodik, die bis heute unerffillt sind. Die weitere 
Efforsehung der ~Fgrbevorg/inge iiberzeugt immer mehr yon dem zweifel- 
haften Wert der Unterscheidungsmethoden. Wit glauben, dab auch durch 
die Zuhilfenahme anderer Untersuehungsmethoden, wie die Ergebnisse 
chemischer Analysen sehon heute zeigen, keine 31nderung unseres Ur- 
tells herbeigefiihrt wird. 

Wir selber haben (ira Institut yon Herrn Prof. Robert Meyer) die An- 
wendung der Differenzierungsverfahren verlassen und begniigen uns 
mit der Sudanf~rbung, der eine iiberragende praktisehe Bedeutung zur 
mikroskopisehen Darstellung yon Fe%stoffen /iberhaupt zuzuspreehen 
is t  (s. aueh Romeis, Froboese). 

Um unseren Untersuchungsergebnissen eine breitere Grundlage zu 
geben und gleiehzeitig jeden Zweifel an der Exaktheit der yon uns 
gew/ihlten Priifungsbedingungen auszusehalten, haben wit  unsere 
Arbeiten fortgeffihrt. Die weiteren Versuche wurden gleiehzeitig zu 
einer Priifung der Brauchbarkei~ des yon Ciaecio zum Nachweis yon 
Lipoiden im Gewebe angegebenen Veffahrens benutzt. Wit haben uns ins- 
besondere dieses Farbverfahren ausgew/~hlt, weft ihm bei Innehaltung ge- 
wisser methodischer Norsehriften eine Spezifitgt fiir die Darste]lung de!: 
,,Lipoide im engeren Sinne" zugesproehen wird, und es al]gemeine Ver- 
breitung gefunden hat. Ciaccio selbst faBt unter den dureh seine 
Methode nachweisbaren ,,Lipoiden im engeren Sinne" gesgttigte und 
ungesgttigte Phosphatid~e, also Leeithine, Kephaline, Myeline, Sphyngo- 
myeline, ferner Misehungen yon reinem und verestertem Cho]esterin mit 
131si~ure zusammen. Die Untersuchungen yon Bell, Bocehi, Faurg-Frdmiet 

24* 
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und Ho/fheinz lassen gewisse Zweifel an der Spezifitgt der Methode auf- 
kommen. Doch kommt He~/heinz, der sich wohl zuletzt eingehend mit 
den Ergebnissen der Ciacciofgrbung am Organsehnitt besehgftigt hat, 

ohne allerdings chemische Vergleichsuntersuchungen anzustellen 
zu dem absehliegenden Urteil, dab die Ciacciosche Fgrbemethode nut 
unter Ehlhaltung bestimmter techniseher Forderungen geeignet ist, als 
eine sogenannte spezifische Lipoidfgrbemethode bezeichnet zu werden. 
:Es miiBte also immerhin bei peinlichster Innehaltung bestimmter me- 
thodischer Bestimmnngen gelingen, die ,,Lipoide" zu erfassen. Be- 
:stiinde die Annahme zu l~eeht, dab die Ciaceiofgrbung fiir Lipoide 
spezifisch ist, so m/iBte dieser Reaktion im Gegensatz zu allen anderen 
Fettf/~rbeverfahren eine iiberragende Bedeutung bei der Un*ersuchung 
des Lipoidstoffwechsels im Gewebe zuerkannt werden. Mit einer genauen 
Priifung des Ciaeeio-Verfahrens konnten weiterhin Beitrgge zur Klgrung 
'zahlreicher anderer fiir den histoehemischen Fettnachweis bedeutsamer 
Fragen erbraeht werden und wit berichten fiber die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen, die fiber den l~ahmen einer rein methodologischen 
Priifung des Ciaceio-Verfahrens hinaus yon Bedeutung sein diirften. 

Als Ein]eitung sei eine Charakterisierung der Ciaecio-Methode gegeben. 
Das Originelle des Verfahrens besteht in einer Behandlung mit 

Kaliumbichromat, das eine elektive Fixationswirkung auf Lipoide aus- 
tiben sell. Die Lipoide sollen chromiert und dadurch in organisehen 
LSsungsmitteln (Alkohol, Xylol), deren Anwendung dutch die Paraffin- 
einbettung notwendig wird, unl6slich werden, t{ierdureh sollen sic der 
nachfolgenden Sudanfgrbung zuggnglieh sein, wghrend die niehtchro- 
mierten Fettstoffe, die nieht zur Gruppe der Lipoide geh6ren, dureh die 
Behandlung mit Alkohol aus dem Gewebe ausgezogen werden sollen. 

Ciaccio selbst guBert sich fiber die Wirkung der Chromsalze folgender- 
maBen: ,,Experimentell babe ieh an Proben yon reinen Fettstoffen ge- 
sehen, dab das Lecithin und verwandte S*offe, zweekmgBig mit einem 
Chromsalz behandelt, in den gew6hnlichen Fettl6sungsmitteln unlSs- 
lich werden. Nicht im geringsten beeinfluBt durch diese Behandlung 
werden dagegen die Fettsituren, die NeutrMfette und das Cholesterin. 
Diese Wirkung der Chromsalze auf die Lecithine wird durch Zusatz 
yon Formol und einer organischen Sgure besehleunigt. Der Hauptpunkt 
dieser Methode ist der, dab die mit Chromsalzen behandelten Leeithine 
sieh bequem mit den fiir die Fette spezifischen Farben tingieren lassen." 

Es ergeben sich somit, wenn wit die Spezifit~t des Verfahrens priifen 
wollen, folgende Fragestelhmgen. 

A. Histochemischer Tell. 
Welche Fettstoffe lassen sieh bei Verwendung einer einwandfreien 

Methodik nach Ciaccio fgrben ~. 
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B. Ghemischer Teil. 
I .  

Werden die ,,Lipoide im engeren Sinne" durch das Ciaceioveffahren~ 
also die Behandlung mit Kaliumbichromat, fixiert und in organisehen 
LSsungsmitteln unlSslich ? 

II .  
Werden die ret tstoffe,  die nicht zu den Lipoiden zu rechnen sind, 

bei dem Ciaccio-Veffahren aus dem Gewebe vollst~ndig entfernt und 
dadureh der naehfolgenden Sudanf~rbung entzogen ? 

Wir weisen darauf bin, dab es bei dieser Betrachtung bedeutungslos ist, daB: 
die Ciaccio-Sudanfiirbung im Gewebe anders ausf~ll~ als die einfache Sudanf~rbung. 
Ho//heinz hat - -  wie andere Untersucher - -  gezeigt, dab die Ciaccio-Lipoide sioh 
nicht bestandig mit der gew6hnlichen Sudanl6sung f~rben lassen. Diese Befunde 
werden dutch die welt stiirkere Wirkung des beim Ciaccio-Verfahren in konzen- 
trierter alkoholischer L6sung (85%) verwandten Sudans ohne weiteres erkli~rt. 
Fiir unsero Auffassung is~ die Tatsache mai3gebend, dab als Farbstoff Sudan ver- 
wandt wird, dessen LSslichkeit in samtlichen Fettstoffen hinreichend bewiesen ist. 

Erlaubt  sehon das Ergebnis jeder einzelnen Untersuchungsreihe eine 
Entscheidung fiber den Wert der Methode zum spezifisehen Lipoidnaeh- 
weis, so haben wir uns bemfiht, durch die Ergebnisse der parallel lau- 
fenden Untersuehungsergebnisse ein mSgliehst lfiekenloses Bild des zu 
prfifenden Verfahrens zu liefern. 

Das gr6$te Sorgfa]t und strenge Innehaltung aller methodischen Vor- 
8chri/ten erforderflde Verfahren zerf~llt in mehrere AbschIfitte, yon denen 
jeder einzelne kurz besprochen werden soll. Hieran knfipfen wit die Er-  
6rterung der chemisehen bzw. physikalisch-chemischen Verh~ltnisse. 

1. Der erste Abschnitt der Ciaecio-Methode besteht in einer 48- 
stfindigen Fixierung mit einer L6sung, die aus 100 cem 5proz. Kalium- 
biehromatlSsung, 20 ccm 40proz. Formaldehydl6sung und 5 ecru Eis- 
essig zusammengesetzt ist. Bei der Herstellung dieser Fixierflfissigkeit 
kann man einige Zeit naeh dem Zusammengeben der Bestandteile be- 
merken, dab die rotgelbe Farbe des Biehromats unter Reduktion in 
Grfin umschli~gt. Dabei wird ein Tell des Formaldehyds durch das 
Kaliumbichromat unter Mitwirkung yon Essigs~ure zu Ameisens~ure 
naeh folgender Gleiehung oxydiert:  

3 H .  C / H  + K2Cr~O 7 ~- 8 CH~COOH ~- 2 (CHaCOO)3Cr -~ 2 CH3COOK 
%0  

-~ 3 HCOOH -~ 4 tI~O. 
Die naeh dieser Gleichung entstandene Ameisensaure bewirkt wieder- 

um mit dem Rest des Kaliumbichromats Oxydation des Formaldehyds 
Zu Ameisensi~ure: 

3 H .  C j H  %0  ~- K2Cr207 -~ 8 tICOOH = 2 (HCOO)sCr ~- 2 HCOOK 

~- 3 HCOOH -k 4 H20. 
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wobei das Biehromat zu ameisensaurem Chrom reduziert wh'd. Bei 
diesem Vorgang wird nut ein Tell des vorhandenen Formaldehyds ver- 
braucht, denn bei Beriicksichtigung der Mengenverh&lt~fisse der bei 
dieser Reaktion umgesetzten Stoffe ergibt sieh, da~ die in der Kalium- 
bichromatlSsung enthaltenen 5 g Bichromat 1,53 g Formaldehyd zu oxy- 
dieren imstande sind, und dab somit yon der 8 g betragenden Formal- 
dehydmenge noch 6,47 g zur Fixationswirkung fibrigbleiben. Neben 
der yore Formalin ausgehenden fixierenden Wirkung dieser LSsung auf 
das zu bearbeitende Organ kommt gleichzeitig die beizende Kraft dutch 
alas essigsaure bzw. ameisensaure Chrom zur Geltung. Diese erste 
LSsung, der yon Ciaccio in erster Linie eine fixierende Wirkung zuge- 
schrieben wird, fibt auf das Organ die st&rkste Wirkung aus. 

Die Chromierung des Lecithins durch die CiaeciolSsung I stellen wir 
nns folgendermal~en vor : Nach den auf S. 363 angestellten i)berlegungen 
mug die CiaeciolSsung I freie Essigsaure bzw. Ameisens&ure enthalten. 
Nun ist seit ]angem bekannt, dal~ Lecithin unter der Wirkung yon 
S&nren langsam Phosphors~iure abspaltet, wobei es zun~ichst den Cholin- 
tefl verliert. Man mull demnach annehmen, dab das Lecithin auch ira 
Gewebe dutch die CiaeciolSsung I in Cholin, Phosphors&ure nnd den 
Glycerindifettsaureester zerfallt : 
CH~. O. CO. C17. H88 CH~. O. CO. C1~. Hz~ 
CH. O. CO. C17H35 -~ 2 H~O = CH. O. CO. C17- H~5 ~-H3PO~+ CH2. CH2N(CH~)s 

//~ (CHs)s OH OH 
HO CH 2.CH 2.N 

bH 
Das Cholin wfirde als starke Base sofor~ einen Tell der Essig- bzw. 

Am eisens~ure binden und so die Aciditiit des Chrombades absehw~chen. 
Der andere TeiI der Saure wird durch die basischen Gruppen der E~: 
weii~stoffe neutralisiert, so daft sich jetzt ein Niederschlag yon grau- 
griinem Chromphosphat bilden kann, ein Vorgang, der bei Gegenwar~ 
freier Essig- und Ameisensaure nicht m6glich ist. Der Glycerindifett- 
saureester wird, solange die LSsung noch saner ist, wieder in Glycerin 
und Fettsauren zerlegt, die dann gleiehfal]s Chromsalze bilden. 

2. Abschnitt. Es folgt nunmehr eine mehrtagige Behandlung mi~ 
31oroz. Kaliumbichromatl6sung, der Ciaccio eine entseheidende Be- 
deutung ffir die Chromierung der sparer zur Darstellung gelangenden 
Fettstoffe beilegt. Nach 3--4tagigem Verweilen sollen Phosphatide 
und Cerebroside, nach 6--7tagiger Chromierung mit dieser LSsung die 
Verbindungen des Cholesterins, nach langerer als 7tagiger Chromierung 
die Olsaure darstellbar sein. Merkwiirdigerweise ist es sowohl Ciaccio 
als aueh allen Untersuchern, die sich mit dem von Ciaccio angegebenen 
Verfahren besch~iftigten, seheinbar vSlllg en~gangen, da~ die znr Chro- 
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mierung verwendete KaliumbichromatlSsung selbst bei langdauernder 
Einwirkung auf fettreiche Organe keinerlei chemische Ver~nderungen 
eff~hrt. Es war fiir uns sehr auff~llig, dab die KaliumbichromatlSsung 
selbst naeh langdauernder Einwirhung auf Organe ihre rotgelbe Farbe 
unver~ndert beibehieIt. 1 Wir mul~ten daraus schlieBen, dal~ sie keine 
chromierende Wirkung ausgeiibt haben konnte. Das durch seine gelb- 
rote Farbe kenntliche 6wertige Chrom des Kaliumbiehromats harm als 
solches heine chromierende Wirhung ausiiben. Die Chromierung harm 
erst eintreten, wenn das ge]brote 6wertige Chrom zum griinen 3wertigen 
Chrom reduziert worden ist. Eine solehe Reduhtion, die an einer Um- 
f~rbung in Grfin zu erkennen ist, konnte aber niemals bei Einwirhung 
der KaliumbichromatlSsung auf Organe beobachtet werden. Naeh 
dieser Erkenntnis mul~ten wit annehmen, dal~ die ehromierende Wir- 
hung schon yon der ersten LSsung, also dem Formaldehyd-Chrom-Essig- 
s~ure-Gemisch ausgegangen war. In dieser Annahme wurden wir da- 
dureh best~rkt, dal~ die Organstficke naeh 48stfindiger Behandlung mit 
der ersten grfingef~rbten LSsung, die dreiwertiges Chrom enth~lt, durch 
und dureh graugriin gef~rbt, also mit 3wertigem Chrom beladen waren. 
Die yon Ciaccio und anderen Untersuchern an der Reinsubstanz, yon 
Ho]]heinz am Organ erhobenen Befunde, dab dureh l~ngerdauerndes 
Verweilen in der 3proz. KaliumbiehromatlSsung eine Vermehrung der 
nach Ciaccio darstellbaren Lipoide zu erzielen ist, sind so zu deuten, dab 
das in den Organstfieken yon der Behandlung mit der LSsung l~r. I 
zurfiekgebliebene 3wertige Chrom liinger einwirken harm und dadurch 
mehr Fettstoffe ehromiert. DaB das in der LSsung l~r. II  befindliehe 
6wertige Chrom fiir diesen Vorgang ohne Bedeutung ist, zeigt fo]gende 
einfache Versuehsanordnung: 

Wir legten Leberstiicke 48 Stunden lang in das Formaldehyd- 
Chromaeetat-Gemisch. Die H~lfte der Organstfieke wurde sodann 
naeh den Vorsehriften Ciaccios in 3proz. Kaliumbichromatl5sung, die 
andere H~lfte in 4proz. FormalinlSsung gelegt. Aus beiden Flfissig- 
keiten wurden verschiedene Male nach gleichdauernder Einwirkung 
Stiicke entnommen und nach der yon Ciaccio angegebenen Anweisung 
weiter behandelt. Es zeigte sieh, dab sowoh] in den nur mit Formalin 
behandelten, als auch in den nach Ciacclo mit Kaliumbiehromat be- 
handelten Organstfieken die Menge der naeh Ciaccio f~rbbaren Fett- 
stoHe vollkommen gleich war, und dab auch die Sch5nheit der F~rbung 
dutch dieVer~nderung des Veffahrens keinerleiEinbuBe erlitten hatte. Es 
gelingt also, unterAusschaltung der Iqachbehandlung mit 3 proz. Kalium- 

1 Schwache Grfinf~rbung der 3proz. Kahumbiehromatl6sung wird durch 
dreiwertiges Chrom beding~, das den 0rganstficken aus der 1. LSsung (Kalium- 
bichromat-Formaldehyd-Essigs~uregemisch) anhaftet. Wechsel~ man die 3proz. 
Kaliumbichromatl6sung nur einmal, so bleibt die LSsung gelbrot. 
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biehrom~t]Ssung eine ausgezeiehnete F~rbung nach Ciaccio zu erzielen. 
- -  Weiterhin konnte in diesem Versuche die T~tsache besti~tigt werden, 
dab die Menge der f~rbbaren Fettstoffe mit der Dauer der Aufbewahrung 
zunimmt, wobei ausdriicklieh darauf hinzuweisen ist, dab hierbei nur 
der l&nger dauernden Einwirkung des im Organ befindtiehen aus der 
ersten LSsung stammenden 3 wertigen Chroms eine Bedeutung zukommt. 

Llber die Wirkung der Chromb&der ist zu s~gen, da]~ eine Fixation der 
sogenalmten Lipoide durch die Chrombehandlung nicht zu leugnen ist. 
Es bleibt aber zu priifen, ob die Fixation die Lipoide vollsti~ndig erfa2t. 
.Fi2r die .Frage der elektiven Er]assung der Lipoide im Gewebe-  wie 
sie Ciaccio annimmt - -  ist ]edoch yon gr6[3erer Bedeutung, das die 
nut schwer chromierbaren tflettsto/]e dutch die angewandten organischen 
L6sungsmittel (A1]cohol, Xylol) v6llig ent]ernt werden. Der ~ e r t  der 
Methode zum ~achweis yon Lipoiden im Gewebe entscheidet sich mit 
der LSsung der Frage: Werden die Fettstoffe, die nieht zu den Lipoiden 
z~hlen, w~hrend des Ciaccio-Veffahrens aus den Organen restlos heraus- 
geschafft oder nicht ? Wenn as der Methode nicht gelingt, diese Fett- 
stoffe zu beseitigen, so blaibt im Organ ein Gemisch yon Lipoiden mud 
Nichtlipoiden zurfick, dessen Zus~mmensetzung bei der Nachf~.rbung 
mit Sudan unmSglich erkennbar ist. 

Die nur schwer ehromierbaren l%ttstoffe miissen unbedingt aus dem 
Organstfick entfernt werden, weft sie andernfalls bei der Fi~rbung Sudan 
ohne weiteres aufnehmen. Die Extraktion dieser l%ttstoffe sell nach 
Ciaccio dutch die der Fixierung folgande Alkohol-Xylolbehandlung er- 
reicht werden. 

3. Abschnitt. Nach griindlichem Ausw~ssern folgt die Behandlung 
in der steigenden Alkoholreihe und in einem Alkohol-Xylolgemiseh 
und in Xylol. Da dieser Absehnitt der Behandlung, den wit zusammen- 
fassen, ffir den Wart der Methode entscheidend ist, weisen wir nochmals 
auf die Bedeutung folgender Frage hin: Werden im Verlaufe der Vor- 
bereitung des Organs die nieht chromierbaren Fettstoffe (Triglyeeride, 
Cholesterin und seine Ester) dutch die Alkohol-Xylolbehandlung restlos 
entfernt oder nicht ? 

Die Antwort, die Ciaccio auf diese Frage gibt, ersehen wir aus einer Zu- 
sammensteUung seiner ~rbeergebnisse an chemisehen Reinsubstanzen. 

Ciaccios Ergebnisse. 
Wir verdanken folgende Zusammenstellung der Liebenswiirdigkeit 

yon tterrn Professor Ciaccio. 
,,Fixation 48 Stunden in dem Kaliumbichromat-Formaldehyd-Essigs~ure- 

gemisch. Chromierung in 3proz. Bichromat verschieden lange, Wassern 24 Stunden, 
L6sungsmittel. 

Wir ersehen aus diesar Zusammenste]lung, welehen aussehlaggeben- 
den Einfluf3 die Dauer der Chrombehandlung ausiibt. /qaeh kurz- 
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Fettstoffe Ergebnisse gemitl3 der Chromierungsdauer 

Glyeerinester 
Cholesterinester (der 01shure und der 

Palmitinsiiure) 
Palmitins~ure 
Stearins~ure 

Olsaure 
01s~ure + Cholesterin 

01s~ure ~- Cholesterinester 
Unges~ttigte Phosphatide (Eilecithin, 
Cephalin, Myelin, Cuorin und Sahidin) 

Unges~tigte Phosphatide und Chole- 
sterin 

Unges~ttigte Phosphatide und Chole- 
sterinester 

Unges~ttigte Phosphatide und ges~t- 
tigte Phosphatide 

Unges~tigte Phosphatide und Cerebro- 
side 

Gesattigte Phosphatide (Sphingomye- 
lin, Neottin und Cerebrin) 

negativ nach 6--7t~giger Chromierung 
desgl. 

desk], 
desgl. 
desgl. 

negativ nach 4--5ti~giger Chromierung 
positiv naeh 7t~giger Chromierung 

desgl. 
positiv naeh einfaeher Fixierung in der 
Mischung Bichromat-Formaldehyd und 
Essigsi~ure oder nach 1--2 ~giger Chro- 

mierung 

I 

I posi~ive Ergebnisse naeh Chromierung 
yon 2--4 Tagen 

/ 
positiv nach 5t~giger Chromierung." 

dauernder Chromierung ergaben positive F~rbungen ungesi~ttigte und 
ges~ttigte Phosphatide. L~ngd~uernder Chromierung bediirlen die 
Mischungen yon Cholesterin und ()ls~ure 1 und yon Cholesterinester 
und (~ls~ure, um in den organischen L5sungsmitteln unlSslich zu werden. 

s F~rbeausfall erzielte Ciaccio bei Prfifung der Fetts~uren 
(sowohl der ges~ttigten wie der ungesgttigten/), ferner der Cholesterin- 
und Glycerinester. 

Entscheidend isr die Feststelhmg, dab nach 48s~iindiger Beh~ndlung 
in dem Chrom-Essigs~ure-Formaldehydgemisch und anschliel3ender 
5t~giger Aufbewahrung in der 3proz. KaliumbichromatlSsung eine 
elektive Darstellung der Ciaccio-Lipoide mSglich sein soil. Auf diese TaG- 
sache stfitzt sich die Annahme einer elektiven Lipoidf~rbung im Gewebe. 

Die bisherigen methodologischen ~aehpriifungen des Yerfahrens an der 
Reinsubstanz. 

Es liegen nut wenige Nachpriffungen dieser Ergebnisse vor. Wir er- 
w~hnen die Arbeiten yon Kaiserling und Kasarino//, Kawamura, Bell, 
Bocchi und Faur~-Frdmiet. Die Ergebnisse yon Bell, Bocchi und Faurg- 

I Wir~werden sparer zeigen, dal3 hierbei nut die Anwesenhei~der 01s~ure fiir 
den positiven F~rbeausfall entscheidend is~. Cholesterin ist dur~eh die Ciaeeio- 
Mer nicht darste]]bar. 
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Frdmiet beanspruchen besondere Beachtung, da diese Forscher auf Grund 
histoehemischer Untersuchung yon Reinsubstanzen darauf hinweisen, 
daI3 aueh die reine 0]s~ure positive F~rbeergebnisse liefert. Eine von 
Ciaccio vorgenommene Uberpriifung seiner Ergebnisse ergab folgende 
Befunde (Les lipoides intracellulaires, Biolog. M~dieale, Aofit 1922, 
S. 18): ,01s~ure ergibt nach Fixation in dem Gemisch Formaldehyd, 
Biehromat und Essigs~ure und Chromierung bei gewShnlicher Tempera- 
tur  auf die Dauer y o n  6--7 Tagen (bei einer Fixationsdauer yon 24 oder 
48 Stunden) negative Resultate. Nach vorausgegangener Fixation durch 
das Formol-Chrom-Essigs~uregemisch und Chromierung w~hrend einer 
Woche bei 37 ~ erh~It man teilweise positive Resultate, die sich je nach 
der Verl~ngerung der Chromierung verst~rken." 

Es w~re somit nach Ciaccio anzunehmen, daI~ bei einer Chromierung 
yon 5 Tagen nach vorausgegangener Fixation seine Methode an der che- 
mischen Reinsubstanz eine elektive F~rbung der ges~ttigten und un- 
gess Phosphatide, also der hs auch ais ,,Lipoide", bezeichneten 
Stoffe ermSglichte. 

Kritik an dem yon Ciaccio gew~ihlten Priifungsverfahren. 

Wir miissen hier eine kurze Besprechung des Yon Ciaccio und Bell 
gewi~hlten Prfifungsverfahrens einfiigen. 

Beide Verfasser ffillten Zigarettenpapierstreifen mit den zu priifen- 
den Fettstoffen und unterwarfen diese Papierstreifen der Fgrbung. 
Dutch die Wahl dieses Priifungsverfahrens werden die yon Ciaccio er- 
hobenen Befunde leieht erkl~rt. Die nur schwer ehromierbaren Fett-  
stoffe werden - -  wie Ciaccio annimmt - -  aus den dfinnen Papierstreifen 
naeh kurzer Chrombehandlung dutch die organischen LSsungsmittel 
ausgezogen, w~hrend sie naeh lgngerer Chrombehandlung nicht mehr 
extrahiert werden k5nnen. 

Das Entscheidende ist, da$ zu dem Versuehe diinnes Papier ver- 
wandt wird, da so die organischen LSsungsmitteI leicht angreifen kSn- 
nen. Es gelingt jedoch dutch eine geringfiigige )~nderung des Ver- 
fahrens, ggnzlieh andere F~rbeergebnisse ztt erzielen. 

Verwendet man zu den Versuchen 3--5 mm dicke Holundermark- 
stiicke, also Stiicke, die in ihrer Dicke den zur Ciacciountersuchung 
verwandten Organstiieken gleichen, so werden die nur sehwer chro- 
mierbaren Fettstoffe - -  also die nach Ciaccio unf~rbbaren - -  nur tefl- 
weise entfernt and somit aueh gef~rbt. Es ist also schon aus diesem 
Grunde nieht ang~ngig, die im Zigarettenpapierversuch erhobenen Be- 
funde auf das Organ zu iibertragen. DaB auch aus anderen Griinden, 
insbesondere - -  weft die kolloidchemische Struktur des Gewebes nicht 
nachzuahmen ist - -  vor einer ~bertragung der am l%einversueh er- 
hobenen Befunde auf die Organverh~ltnisse zu warnen ist, mul~ naeh 
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den Ausffihrungen yon H. J. Arndt als selbstverst~ndliche Forderung 
gelten. 

Uns kommt es in erster Linie darauf an zu zeigen, daI] schon durch die 
Wahl des Prfifungsverfahrens yon Ciaccio erhebliehe Unterschiede zwi- 
schen seinen Befunden im Modellversuche und ira Organ bestehen mfissen. 

Die Priifung der histoehemisehen Reaktionen an der Reinsubstanz. 
Die Erkenntnis, dab die im Organ vorliegenden kolloidchemischen 

Verh~ltnisse ira Reinversuch fiberhaupt nieht nachzuahmcn sind, daft 
jedoch nicht d~zu fiihren, die Priifung an der chemisehen Reinsubstanz 
zur Kl~rung histochemischer Reaktionen als unzweckm~ig  abzulehnen, 
wie es yon Kutschera-Aichbergen und He//heinz geschehen ist. Solange 
wir fiber die physicochemisehen Zustandsbedingungen der Fettstoffe 
im Gewebe so mangelhaft unterrichtet sind wie bisher, ist eine Spezi- 
fit~tsprfifung einer Fettreaktion am Organsehnitt unmSglich und wir 
mfissen die Prfifung im Modellversuche ~ls Behelfsmittel verwenden, 
Das ist insbesondere dann erlaubt, wenn wir die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen mit grSBter Vorsicht werten. 

Wir haben schon friiher an einem Modellversuehe zeigen kSnnen, 
wie leicht die am Organschnitt erhobenen Befunde zu Trugschlfissen 
ffihren. Die yon Kutschera auf Grund ffaktionierter Extr~ktionen yon 
Gewebssehnitten vermeintlich festgestellte Tats~che der Unf~irbbarkeit 
yon Lecithin in seinen Versuchen ist mit der Niehtbeaehtung der LSs- 
lichkeitserhShung yon Lecithin, das im Organ in einer Mischung mi~ 
anderen Fettstoffen vorhanden ist, zu erkl~ren. Kutschera konnte fest- 
stellen, d~l] nach kurzer Aeetonextraktion mensehlicher Nebenniere 
,,s~mtHche im Gewebsverb~nde f~rberisch fiberhaupt nachweisbaren 
Lipoide schon nach der Acetonextraktion verschwunden sind." Er folgert 
hier~us, dab Lecithin als ein in Aceton unlSsliches Lipoid der mikro- 
skopischen Betraehtung im Gewebe nicht zugi~nglich sei. Da uns die 
Riehtigkeit dieser Schlul~folgerung auf Grund eigener Untersuchungen 
am Corpus luteum unwahrseheinlich schien, haben wit uns mit der Ex- 
traktion mensehlieher Nebenniere besch~ftigt. (Zentralbl. f. allgem. 
Pathol.,  39, 232.) Wit konnten nachweisen, da~ sehon nach kurzer 
Aeetonextraktion 26,6% des in der Nebenniere befindliehen Gesam~- 
phosphors in den Acetonextrakt iibergehen. Es ist also aus den Ergeb- 
nissen yon Kutschera-Aichb@rgen nur der Sehlul] zu ziehen, dab ein 
grol~er Tell des in der I~ebenniere vorhandenen Lecithins durch die F~r- 
bung nicht dargeste]lt wird; eine Tatsaehe, deren l%iehtigkeit aueh fiir 
die F~rbung anderer Fettstoffe yon keiner Seite bezweffelt wird. Von 
einer Unf~rbbarkeit des Leeithins im Organsehnitt darf abet keine Rede 
sein, nachdem nachgewiesen wurde, dab Lecithin in den Acetonextral~ 
iibergeht. 
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Wir weisen bei dieser Gelegenheit auf die Ausffihrungen yon Sehrt hin, 
der auf Grund der Angaben yon Bang fiber die LSsliehkeitsver~nderungen 
yon Phosphatiden bei Anwesenheit anderer Stoffe auf die Schwierigkei$ 
der Wertung der Ergebnisse fraktionierter Extraktionen aufmerksam 
macht. Wir konnten selbst in einem Modellversuche zeigen, dab Lecithin 
bei Zusatz von 01s~ure zu fast 50% in den Aeetonextrakt fibergeht, 
w/~hrend reines Lecithin sieh bekanntermaBen nur in Spuren in Aceton 
16st. 

In  einer soeben erschienenen Arbeit kommt Kimmelstiel auf Grund 
yon F/~rbeversuehen an extrahierten Organschnitten ebenfalls zu einer 
Ablehnung der von Kutschera-Aichbergen gezogenen Sch]uBfolgerungen; 
Kimmelstiel konntc in griindlich acetonextrahierten atheromatSsen 
Aorten mit ttilfe einer in Aceton gelSsten Fettponceaul5sung positive 
Fettf/~rbungen erzielen. 

Ho[/heinz kommt auf Grund vergleichend morphologischer Unter- 
suchungen an Lebern zu dem Ergebnis, dab ,,die Ciacciosehe F/~rbe- 
methode nur unter Einhaltung bestimmter technischer Forderungen ge- 
eignet ist, als eine sogenannte spezifisehe Lipoidf~rbemethode bezeichnet 
zu werden". Naeh dem Ergebnis der vorliegenden Untersuehungen ist 
selbst diese vorsichtige Formu]ierung, die nach Organuntersuchungen 
ohne chemische Vergleichsversuehe gewonnen wurde, abzulehnen. 

Wir empfehlen weiterhin zur Prfifung der Farbreaktion die Unter- 
suehung der chemischen Reinsubstanz, allerdings unter Bedingungen, 
die Fehlerquellen nach MSglichkeit aussehlieBen, und ffir das Verfahren 
yon Ciaccio glauben wir die Forderung exakter Versuehsbedingungen 
dureh die Priifung fettbeladener tIohmdermarkstiieke yon 3--5 mm 
Dieke erfiillt zu haben. 

Der Wert der Untersuehungen am Itolundermark. 
Wir haben uns schon in ffiiheren Arbeiten der t tolundermarkmethodel 

bedient, die darin besteht, dal~ man bei leichtschmelzenden Fettstoffen 
bzw. Fettgemischen das Holundermark in die gesehmolzene Masse 
untertaucht,  evakuiert und nach einiger Zeit wieder normalen Luftdruck 
herstellt. Bei hoehschmelzenden Fettstoffen wie Cholesterin oder unter  
Zersetzung schmelzenden wie Lecithin mug die Ffillung des Holunder. 
markes durch Einlegen in e m  die betreffenden Fette  enthaltendes 
LSsungsmittel erfolgen. Um jeden Zweifel an der Genauigkeit des Ver- 
fahrens auszuschalten, glaubten wir, besonders ira ttinbliek au_f die 
sparer folgenden ehemischen Analysen folgende Fragen beantworten 
zu In~issen. 

1. Ist  leeres Holundermark lecithin- und eholesterinfrei ? 

1 K~ufliches Holundermark wurde vor Benu~zung stets 5 S~unden mi~ ~$her 
im Soxhle~ ausgezogen. 
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2. Gehen bei dem yon  uns  vorgeschlagenenVerfahrcn wirklich Fe t t -  

stoffe in  hinreichender  Menge in  das H o h n d c r m a r k  ein ? 

Zu 1. wurden in 3 Versuchen mehrere Stiicke Holundermark yon versahiedenen 
Stangen mit Schwefel- und Salpeters~ure verasaht und auf ihren Phosphor- 
gehalt gep~'fift. 

Analyse 1. 
6 Stiicke Holundermark yon 0,1382 g Gewieht wurden verasaht, nach Ver. 

aschung und Abkfihlung mit I~atronlauge neutralisiert und auf 75 cem aufgefiillt. 
Bei Zusatz yon Molybd~nsi~ure-Strychninreagens zn 3 bzw. 10 cam dieser LSsung 
entstanden keine Trfibungen. Es war also kein Phosphor vorhanden. 

Analyse 2. 

6 Stficke Holundermark yon 0,0826 g Gewicht wurden wie unter 1 behandelt. 
Es wurde atff 75 ccm aufgeftillt. Mit 15 acm dieser LSsung entstand wiederum 
keine Triibung. 

Analyse 3. 
4 Holunderstficke yon 0,0986 g Gewicht wurden wie vo~stehend verascht, 

Naeh Auffiillung auf 50 ccm trat mit 10 acm dieser Menge keine Triibung ein. 
0bwohl Pflanzen kein Cholesterin, sondern Phytosterin enthalten, das die 

Reaktionen des Cholesterins nicht gibt, wurde auch bier eine Priifung vorgenommen, 
um auszusahliel~en, dab irgendwelche andere Stoffe mit Essigs~ureanhydrid und 
Sahwefclsaure Grtinfarbung ergeben. Von 20 verschiedenen Stangen Holunder- 
mark wurde je 1 Stiick abgesahnitten und alle zusammen gewogen. Diese 20 Stiicke, 
die ein Gewiaht yon 0,2530 g hatten, wurden etwa 6 Stunden mit Chloroform im 
Soxhlet extrahiert und auf 100 ccm aufgefiillt. 5 ccm davon gaben mit 2 cam 
Essigsi~ureanhydrid und 0,1 ccm Schwefels~ure keine Griinf~rbung. Auch bei 
Einengung yon 10 ccm des Extraktes auf 5 cam erschien keine griine Farbe. 

Das leere Holundermarlc wurde also lecithin- und cholesterin/rei ge. 
/unden. 

Zu 2. Nachdem das Ho lunde rmark  lecithin- und  cholesterinfrei ge- 
funden  worden war, mu~te  gepriift werden, ob bei dem Aufsaugever-  
fahren aus einer LSsung yon  Fet ts toffgemischen die Mischungsbestand- 
teile auch wirl~lich in das Holundermarlc eintreten. 

Zu diesem Zwecke wurden 0,2816 g Cholesterin und 0,3200 g Lecithin in ein 
Schalchen eingewogen, das Gemisch beider Stoffe in -~ther gelSst, dazu 0,1308 g 
Hohindermark getan, zum Untertauchen gebracht und evakuicrt. Nach Auf. 
heben des Vakunm wurde das Mark mit Filtrierpapier abgetroaknet und im 
Exsiaaator vom ~ther bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Naeh dieser Be- 
handlung wog das gefiillte I-Iohndermark 0,1764 g. Demnach waren 0,0456 g 
Cholesterin ~- Lecithin yore Holundermark aufgenommen worden. Dieses wurde 
nun 15 Stunden lang mit "4ther extrahiert, der Auszug auf 250 cem gebracht nnd 
darin Cholesterin und Lecithin bestimmt. Es fanden sich darin 0,0255 g Cholesterin 
und 0,0146 g Lecithin. 

1. Cholesterinbestimmung. Aus dem auf 250 ccm anfgefiillten ~thcrextrakt 
wurden 2 ccm entnommen, der Ather verdampft, der Riickstand mit 5 ecru Chloro- 
form aufgenommen und colorimetrisch bestimmt. Ablesungsmittel: 64, enb- 
sprechend 0,204 rag. Verdiinnung: 125fach. Gefunden: 25,5 mg Cholesterin. 
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2. 
50 ccm 
gefiillr 

a) 

b) 

Lecithinbestimmung. Aus dem 250ecm umfassenden Extrakt warden 
verdampft, der Riickstand veraseht, neutralisiert und auf 50 ccm auf- 
Davon wurde der Gehalt in 5 cem bestimmt. 

Ablesungsmi~el: 11,1 ; 
P~Oh-Faktor: 0,0270; 
gefunden: 1,35 mg P~05; 
Ablesungsmittel: 12,3; 
P~O~-Faktor: 0,0244; 
gefunden: 1,22 mg P205; 

bei Vergleichsstellung 10; 
Verdiinnung: 50faeh; 
entspreehend: 15,3 mg Lecithin. 
bei Vergleiehsstellung 10; 
Verdfinnung: 50fach; 
entspreehend: 13,8 mg Lecithin. 

Mittel aus beiden Bestimmungen: 14,6 mg Lecithin. 
Im 2. Versuch warde als L6sungsmittel fiir das Cholesterin-Lecithingemisch 

stat~ ~ther Chloroform benutzt, weil dieses beim Evakuieren weniger raseh ver- 
dunstet als der Ather. Die Einwagen betrugen fiir Cholesterin 0,3193 g, fiir 
Lecithin 0,3807 g, ftir das verwendete ttolundermark (6 Stiicke) 0,0965 g. Nach 
Beschickung und Troeknung bis zur Gewiehtskonstanz hatte das Holundermark 
um 0,0140 g zugenommen. Naeh 15sttindiger Extrak~ion mit Chloroform und 
Auffiillen auf t00 ccm wurde daraus der Gehalt an Cholesterin und Lecithin 
bestimmt. 

a) Cholesterinbestimmung. Dem 100 ccm enthaltenden MeBkolben wurde 2mal 
je 2 ccm entnommen, darch Zugeben yon 3 ccm Chloroform auf 5 ccm verdiinnt, 
und eolorimetriseh bestimmt. 

1. Ablesungsmittel: 60; entsprechend: 0,228 mg; 
Verdfinnung: 50fach; gefunden: 11,40 mg Cholesterin. 

2. Ablesungsmittel: 62; entsprechend: 0,218 rag; 
Verdfinnung: 50fach; gefunden: 10,90 mg Cholesterin. 

Mittel aus beiden Bestimmungen: 11,15 mg Cholesterin. 
b) Lecithinbestimmung. 25 ccm des 100 ccm en~haltenden Chloroformauszuges 

warden auf dem Wasserbade verdampft, veraseht, neutralisiert und auf 50 ecm 
aufgeftillt. Dieser Lhsung warden znr Bestimmung 2real je 20 ecm entnommen 
und bestimmt. 

1. Ablesungsmittel: 14,0; 
P~Oh-Faktor: 0,0214; 
gefunden: 0,214 mg P~05; 

2. Ablesungsmittel: 14,2; 
P2Oh-Faktor: 0,0211 ; 
gefunden: 0,211 nag P~05; 

bei Vergleichsstelhng 10; 
Verdfinnung: 10lath; 
entspreehend: 2,43 mg Lecithin. 
bei Vergleichsstellung 10; 
Verdfinnung: 10fach; 
entspreehend: 2,39 mg Lecithin. 

Mittel aus beiden Bestimmungen: 2,41 mg Lecithin. 

Aus  diesen Versuehen geht  hervor ,  d a b  ta ts~chl ich  die Mischungs- 
bestandteile der  zu prf i fenden Fe t t s to f fe  in das Holundermarlc eingehen, 
und  somi t  die  E x ~ k t h e i t  unserer  Versuchsanordnung  bewiesen ist .  

Wie  bedeu tungsvo l l  die W a h l  der  geeigneten Method ik  ffir die Pr i i -  
l ung  his tochemischer  Verfahren  ist ,  geht  aus  folgenden Versuehen her -  
vor .  

W i t  gingen zuers t  in der  Weise  vor,  dab  wi t  zur Pr i i fung chemischer  
Re insubs t anzen  auf ihre l%rbbarkei~  nach  Ciaccio H o l u n d e r m a r k -  
8chnitte yon  e twa 30 # wie in unseren fr i iheren Versuchsre ihen (Technik 
s. Virehows Arch. ,  261, H.  2, S. 633ff.) benutz ten .  Die mi t  Fe t t s to f f en  
be ladenen  Ho lunde rmarks t i i eke  wurden  mi t  dem Gef r i e rmikro tom ge- 
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schnitten und dem gesamten Ciaccio-Prozei] 1 unterworfen. Bei der Prfi- 
lung der Ciaccio-Methode an 142 Gemischen yon Fettss Glyceriden 
der Fettss und des Cholestcrins, Cholesterin, Lecithin, Kerasin, 
Sphingomyelin, Phrenosin, Glycerin und EiweiB fanden sich sehr wider- 
spruchsvolle Ergebnisse. Da eine ganze Reihe yon Sehnitten, die mit 
1Hischungen gefiillt waren, welche Lecithin, Kerasin, und Sphingo- 
myelin enthielten, negative Fi~rbungen aufwiesen, muBten wir annehmen, 
dab aus den 30 # dieken Schnitten selbst diese leicht chromierbaren 
Stoffe durch die organisehen LSsungsmittel herausgelSst worden waren. 
Um diese Fehlerquelle auszuschalten, untersuchten wir darauf in 
neuen Versuehsreihen Holundermarkschnitte yon 3--5 mm Dieke und 
kamen zu dem Ergebnis, dab bei diesem Verfahren bei gleicher Ein- 
wirkungsdauer der verschiedenen LSsungen die Mehrzahl s/imtlicher 
Fettmischungen nach Ciaccio positive F/irbungen ergaben. Die 3--5 mm 
dicken, fcttbeladenen Holundermarkstiicke wurden als ganze Stiicke 
der Ciaccio-Fixation nnd der Durchffihrung durch organische LSsungs- 
mittel nnterworfen. Naeh AbsehluB der Alkohol-Xylolbehandlung 
wurden die Stficke auf dem Gcfriermikrotom gesehnitten, und die 
Fi~rbung nach Ciaccio vorgenommen. Dutch den hierbei erzielten 
positiven Fs der Ciaccioreaktion bei siimtlichen Fettstof- 
fen mit Ausnahme der gesgttigten Triglyceride ist der Nachweis er- 
bracht, dab die Ergebnisse der Priifung chemiseher Reinsubstanzen 
im Zigarettenpapierversuch, wie sie bisher zur Prfifung des Ciaccio- 
Verfahrens angewandt wurden, nieht als verwertbar bezeichnet werden 
diirfen. Es ist weiter erwiesen, dab yon einer elektiven F/irbung der 
Lipoide durch das Ciaccio-Verfahren nicht die Rede sein kann. Der 
Ausfa]! unserer Versuche legt es vielmehr nahe, die Doppel- oder Liicken- 
bindung der 0]si~ure als den Tr/iger der Ciaecio-F/irbung zu bezeichnen. 

Es wird im chemischen Teile der Versuch gemaeht ,werden, die Rich- 
%igkeit dieser Anschauung experimentell zu belegen. 

In der Anzahl der untersuehten Fettstoffe und ihrer Mischungen 
haben wir uns Beschriinkungen auferlegt. Es gelangten in 69 Einzel- 
untersuchungen 7 Stoffe, Stearinsaure, Tristearin, 01s/iure, Triolein, 
Cholesterin, Cholesterin61s~ureester und Lecithin, als typische Vertreter 
aus versehiedenen Gruploen yon Fettsioffen, rein und in den verschieden- 
sten Misehungen, zur Verwendung. MaBgebend fiir diese Auswahl waren 
die Erfahrungen, die wir in bezug auf das fiirberische Verhalten gewisser 
]~'ettstoffe in unseren friiheren Versuchen gewonnen hatten. Es hat te  
sich herausgestellt, dal] Palmi%ins/iure und Tripalmitin sich ebenso ver- 

1 Bei s/imtlichen Ciaccio-F/~rbungen, sowohl an der Reinsubstanz wie auch 
an Organen wurde mit peinlicher Genauigkei% eine 48stiindige Behandlung in der 
Ciaccio-F1iissigkeit I (Chrom-Essigs~ure-Formaldehydgemisch)und eine 5tagige 
in der 3proz. Kaliumbichroma~16sung durchgefiihrt. 
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hielten wie Stearins~ure und  Tristearin. Daher  glaubten wir, auf einenoch- 
malige Priifung dieser Fe~tstoffe verzichten zu kSnnen. Dasselbe gilt 
yon  dem Cholesterinstearinsi~ureester, der das gleiche fi~rberische Ver- 
halten wie Tristearin au~wies. I n  den ~olgenden Tabe]len fiihren wit 
zum Vergleich neben dem Ergebnis der Ciaccio-F~rbung das der ge- 
wShnlichen Sudanf~rbung an. 

Histochemische Prii]ung chemisch reiner Fettmischungen in 
Holundermarlcsti~clcen yon 5 m m  Diclce. 

Ciaccio-F~rbung : F ixat ion in der LSsung Kal iumbichromat-Formal-  
dehyd-Essigs~ure 48 Stunden. 

3proz. Kal iumbichromatlSsung 5 Tage/  
Die Einwage der einzelnenl%ttstoffe zu den untersuchten Mischungen 

geschah im gleichen Gewichtsverh~ltnis. 

Tabelle 1. GesSttigte Fetts~ure und ges(tttigtes Triglycerid. 

Sudan I Ciaccio 

Stearins~ure . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ungef&rbt 
Tristearin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  !~ maStes Grau- 

[ gelb 
S~earinsaure und Tristearin . . . . . . . . . . .  i ungefi~rbt 

ungef~rbt 
ungef~rbb 

ungef~rbr 

Tabelle 2. Ungesiittigte Fettsgiure und ungesattigtes Triglycerid. 

Ols/~ure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Triolein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
()Is/~ure und Triolein . . . . . . . . . . . . . .  

Sudan Ciaccio 

goldgelb goldgelb 

Tabelle 3. Mischungen der Eettsto//e yon C~'uppe I uncl II .  

Stearins~ure und 01s/iure . . . . . . . . . . . .  
Tristearin und Triolein . . . . . . . . . . . . .  
Stearins~ure und Triolein . . . . . . . . . . . .  
~)ls~ure und Tristearin . . . . . . . . . . . . .  
Stearins&ure und 01s~ure und Tris~earin . . . . .  

,, und 01si~ure und Triolein . . . . . .  
,, und ()ls~ure und Tristearin und Triolein 

Sudan Ciaccio 

goldgelb goldgelb 

Tabelle 1 zeigt, dab gesgttigte Fet t sauren  und  gesgttigtes Triglycerid 
mi t  Sudan und  mi~ Ciaccio in gleicher Weise unfgrbbar  sind. 

Aus Tabelle 2 geht  hervor,  dab sich ungesgtt igte Fet tsgure und  
ungesi~ttigtes Triglycerid nach 48 stiindiger Fixat ion und  5 tggiger  Chro- 
mierung nach Ciaccio ausgezeichnet f~rben lassen. Dieses Ergebnis legt 
die Vermutung  nahe, dab die Liickenbindung, also der ungesgtt igte 
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Tabelle 4. Cholesterin rein und in Mischungen mit Fettsauren und Triglyceriden. 

Cholesterin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,, und Stearinsi~ure . . . . . . . . . .  
,, und 01s~ure . . . . . . . . . . . .  
7, und Tristearin . . . . . . . . . . .  
7, und Triolein . . . . . . . . . . . .  
,, und Stearins~ure und Tristearin . . . 
,, und Stearins~ure und Triolein . . . .  
,, und Stearinsaure und 01s~ure . . . .  
,, und Ols~ure und Tristearin . . . . .  
,, und Ols~ure und Triolein . . . . . .  
,, und Stearins~ure und 01s~ure und Tri- 

stearin . . . . . . . . . . . . .  
Und Stearins~ure und 01s~ure und Tri. 

olein . . . . . . . . . . . . . .  
und Stearins~ure und 01s~ure und Tri- 

stearin und Triolein . . . . . . .  

Suilan I Ciaccio 

goldgelb ungef~rbt 
schwachgelb ,, 

goldgelb goldgelb 
,, ungef~rbt 
,, goldgelb 
,, ungef~rbt 
,, goldgelb 

Tabelle 5. Lecithin rein und in Mischungen mit t~ettsiiuren und Triglyceriden. 

Lecithin . . . . . . . . . . . . .  : . . . . .  : 
,, und Stearins~ure . . . . . . . . . . .  
,, und 01s~ure . . . . . . . . . . . . . .  
,, und Tristearin . . . . . . . . . . . . .  
,, und Triolein . . . . . . . . . . . . .  
,, und Tristearin und Triolein . . . . . . .  
,, und Stearins~ure und Tristearin . . . .  
,, und Stearinshure und Triolein . . . . .  
,, und Stearinshure und 01s~ure . . . . . .  
,, und 01s~ure und Tristearin . . . . . . .  
,, und 01s~ure und Triolein . . . . . . . .  
,, und Stearins~ure und 01s~ure und Tristearin 
,, und Stearinsaure und 01s~ure und Triolein 
,, und S~earins~ure und 01s~ure und Tristearin ~, 

und Triolein . . . . . . . . . . .  

Sudan Ciaccio 

goldgelb goldgelb 

9~ 

ungef/~rbt 
goldgelb 

ungef~rbt 
goldgelb 

C h a r a k t e r  d e r  ( ) lss  T r~ge r  d e r  C i a e e i o - R e a k t i o n  i s t ,  e ine  A n n a h m e ,  

d ie  i n  d e n  E r g e b n i s s e n  d e r  

Tabe l ]e  3 e ine  S t i i t ze  f i n d e t ;  d e n n  wi r  f i n d e n  h ie r ,  d a b  M i s c h u n g e n  

y o n  g e s ~ t t i g t e n  u n d  u n g e s ~ t t i g t e n  F e t t s t o f f e n  s t e t s  p o s i t i v e  R e a k t i o n e n  

e r g e b e n .  

I n  Tabe l l e  4 w i r d  d ieses  V e r h a l t e n  v o n  g e s ~ t t i g t e n  u n d  u n g e -  

s ~ t t i g t e n  F e t t s t o f f e n  in  M i s e h u n g  b e s o n d e r s  d e u t l i e h  h e r v o r g e h o b e n .  

M i s e h u n g e n  y o n  Cho le s t e r in ,  das  f i i r  s ieh  a l le in  e i a c e i o n e g a t i v  i s t  u n d  

s i ch  wie  e in  g e s ~ t t i g t e r  F e t t s t o f f  ve rh~ l t ,  m i t  g e s ~ t t i g t e n  F e t t s t o f f e n  

f ~ r b e n  s ieh  nicht,  M i s c h u n g e n  y o n  C h o l e s t e r i n  m i t  u n g e s ~ t t i g t e n  F e t t -  

s t o f f e n  n e h m e n  h i n g e g e n  d e n  F a r b s t o f f  g u t  an .  

u Archly. Bd. 270. 25 



3 7 6  C. K a u f m a n n  u n d  E .  L e h m a n n :  

T a b e l l e  6. Cholesterin und Lecithin in Mischungen mit Fettsauren und Trlglyceriden. 

O h o l e s t e r i n  u n d  L e c i t h i n  . . . . . . . . . . . .  

. . . . . .  u n d  S t e a r i n s ~ u r e  . . . .  

. . . . . .  u n d  0 1 s ~ u r e  . . . . . .  

. . . . . .  u n d  T r i s t e a r i n  . . . . . .  

. . . . . .  u n d  T r i o l e i n  . . . . . .  

. . . . . .  u n d  S t e ~ r i n s ~ u r e  u n d  T r i -  

s t e a r i n  . . . . . . .  

, . . . . .  u n d  S t e a r i n s ~ u r e  u n d  T r i -  
o l e i n  . . . . . . .  , 

. . . . . .  u n d  S t e a r i n s ~ u r e  u n d  01-  

s&ure  . . . . . . .  
. . . . . .  u n d  0 1 s ~ u r e  u n d  T r i s t e a r i n  
. . . . . .  u n d  0 1 s a u t e  u n d  T r i o l e i n  

. . . . . .  u n d  S te~r ins i~u re  u n d  01-  

s ~ u r e  u n d  T r i s t e a r i n .  
. . . . . .  u n d  S t e a r i n s a u r e  u n d  01-  

si~ure u n d  T r i o l e i n  . 

. . . . . .  u n d  S t e a r i n s ~ u r e  a n d  01-  

si~ure u n d  T r i s t e a r i n  
u n d  T r i o l e i n  . . . .  I 

Sudan Ciaccio 

g o l d g e l b  u n g e f i ~ r b t  

g o l d g e l b  

u n g e f ~ r b t  

g o l d g e l b  

u n g e f i ~ r b t  

g o l d g e l b  

T a b e l l e  7.  

Gholesterinb'IsSureester rein und in Mischungen mit den Stoffen der vorhergehenden 
Gruppen. 

C h o l e s t e r i n 6 1 s ~ u r e e s ~ e r  . . . . . . . . . . . . .  

,, u n d  S t e a r i n s ~ u r e  . . . . .  
,, u n d  0 1 s ~ u r e  . . . . . . .  
,, u n d  T r i s t e a r i n  . . . . . .  

,, u n d  T r i o ] e i n  . . . . . . .  

,, u n d  C h o l e s t e r i n  . . . . . .  
,, u n d  L e c i t h i n  . . . . . . .  

,, u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  S t e a r i n -  
s ~ u r e  . . . . . . . .  

, ,  u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  O l s ~ u r e  

,, u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  T r i -  
s t e a r i n  . . . . . . . .  

,, u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  T r i o l e i n  
,, u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  L e c i t h i n  
,, u n d  C h o l e s t e r i n  t r o d  L e c i t h i n  

u n d  T r i s t e a r i n  . . . .  
, ,  u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  L e c i t h i n  

u n d  T r i o l e i n  . . . . .  
, ,  u n d  C h o l e s t e r i n  u n 4  L e c i t h i n  

u n d  S t e a r i n s a u r e  . . . 
,, u n d  C h o l e s t e r i n  u n d  L e c i t h i n  

u n d  ~) ls~ure  . . . . .  

Sudan Ciaccio 

g o l d g e l b  g o l d g e l b  
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Aus Tabelle 5 geht hervor, da$ reines Lecithin positiven Ausfall der 
Ciaecio-F/~rbung zeigt, well es den l~est der 01s/~ure enth~lt. Die An- 
wesenheit gesdttigter _~ettsto]/e kann die Fdrbung des Lecithins nach 
Ciaccio verhindern. 

In Tabelle 6 ist den Mischungen yon Lecithin mit anderen Fett- .  
stoffen Cholesterin hinzugefiigt, und hierbei verschwindet die F/irbung 
wiederum in 3 F/~llen. Dal~ es bei diesen Mischungen auf die relative 
Menge ges~ttigter und unges/~ttigter Fettstoffe ankommt, ist daran zu 
erkennen, dab Misehungen, die zwei unf~rbbare Anteile und nur einen 
fgrbbaren enthalten, negative Ergebnisse aufweisen. Die Chromierung 
wird im Reinversuche dutch die Anwesenheit ges~ttigter Fettstoffe ver- 
hindert. Da im Gewebe die unges/s Fettstoffe fiberwiegen, ist 
dieser Befund fiir die Organverh~Itnisse aul3er acht zu lassen. 

Der Ausfall unserer Versuehe in Tabelle 7 bringt die Best~tigung, 
daf3 der 01s/~urerest die F/irbung verursacht, denn freies Cholesterin ist 
naeh Ciaccio nicht f~rbbar, aber CholesterinSlsi~ureester f~rbt sieh in 
allen Mischungen genau so wie unges/~ttigtes Triglycerid. 

Uberbliekt man das Ergebnis der vorstehenden histoehemischen 
Untersuehungen, so dr~ngt sich eine Einteilung der Fettstoffe in 2 Grup- 
pen auf, 

1. in chromophile Fettstoffe, die in ihrem Molekiil eine Liiekenbindung 
haben; 

2. in chromophobe, die das Verhalten vollst/~ndig gesattigter organi- 
sober Stoffe zur Schau tragen; unter ihnen nimmt das Cholesterin, das 
naeh dem heutigen Stande unserer Kenntnisse fiber seine Struktur aueh 
eine Lfickenbindung besitzt, eine Ausnahmestelhmg ein. Allerdings liegt 
diese L~ekenbindung innerhalb eines 5-Kohlenstoffringes, so dab der 
ungesattigte Charakter dieser Bindung nicht so seharf hervorzutreten 
braueht. 

Will man zur leichteren Orientierung auf f/~rberischem Gebiete an der 
Einteilung in ehromophile und chromophobe Fettstoffe festhalten, so 
mul~ man der Gruppe der ehromophilen Fettstoffe 01s/~ure, Triolein, 
Lecithin und CholesterinSls~ureester, ganz allgemein die 01s~ure und 
ihre Verbindungen, zuordnen. Der Gruppe ehromophober Fettstoffe 
gehSren StearinsKure, Stearins~ureester, Palmitins~ure, Palmitins~ure- 
ester und Cholesterin an. 

Aus den mitgeteilten Ergebnisse~ unserer histochem@chen Unter- 
suchungen geht hervor, daft bei genauester Innehaltung der von Ciaccio 
angegebenen Vorschri/ten in 3--5 mm dicken, mit verschiedenen Fett- 
sto]/en beladenen Holundermarksti~eken (deren GrS[3e den gewShnlichen zur 
Untersuchung gelangenden Organstiicken entspricht), sdmtliche ~'ettsto//e, 
mit A usnahme des Cholesterins und der gesdttigten Triglyceride, positive 
_Fdirbungen eingehen. 

25* 



378 C. Kaufmann und E. Lehmann: 

Chemisehe Untersuehung. 
Nachdem wir uns in dem vorhergehenden Abschnitt zur Prfifung 

der Ciaccio-F/irbung der histochemischen Untersuchung an Reinsub- 
stanzen bedienten, haben wir uns in dem folgenden chemischen Teile 
bemfiht, mit Hilfe chemischerAnalysen yon ciacciobehandelten, chemisch 
reinen Fettstoffen und yon Organen eine Reihe yon Teilfragen, die fiir 
die Beurteilung des Ciaccio-Prozesses yon Bedeutung sind, und auf die 
wit  be ider  Besprechung des Verfahrens eingehend eingegangen sind, zu 
bearbeiten. 

Es sei an dieser Stelle nochmals kurz eingefiigt, dab wir die Ciaecio- 
Methode nur dann fiir den Lipoidnachweis a]s spezifiseh anerkennen 
k5nnen, wenn der ~qachweis gelingt, dab w/ihrend des Verfahrens die 
Fettstoffe, die nicht zur Gruppe der Lipoide zu rechnen sind, vSllig 
durch die organischen LSsungsmittel (Alkohol, Xylol) entfernt werden 
(s. S. 366). Andernfalls ist eine Unterscheidung von Lipoiden und anderen 
Fettstoffen unmSglieh. Wit erw~hnen, dab die ehemische Untersuchung 
eiaeciobehandelter Organe mit erheblichen Schwierigkeiten verknfipft 
ist, um damit zu erkl/~ren, dab diese Untersuchungen auf eine unbedingte 
Vollst/indigkeit vorl/iufig keinen Ansprueh maehen sollen. Sie geniigen 
aber, um zu der uns beschi~ftigenden Frage der Spezifit/it des Verfahrens 
auch vom chemischem Standpunkte Stellung nehmen zu kSnnen. Wir 
haben uns folgende Fragen vorgelegt. 

1. Werden die Lipoide durch die Ciaccio-iVfethode vollsts 
fixiert ? 

2. Werden die Fettstoffe, welche nicht zu den Lipoiden im ongeren 
Sinne z/~hlen, w/~hrend des Ciaccio-Verfahrens restlos entfernt ? (An- 
dernfalls mfissen sie positive F/~rbungen ergeben, da sieh Sudan in ihnen 
15st.) 

3. Auf welehem Wege wirkt die Chrombehandlung auf die Fett-  
stoffe ? 

Als Hauptvertreter  der uns angehenden Lipoide ist Lecithin zu be- 
trach~en. Seine chemische Bestimmung gr/indet sich auf seinem Gehalt 
an organischem Phosphor, der als P~O 5 analysiert wird. Da im Organ 
gewisse Mengen organischen Phosphors nicht lipoiden organischen Ver- 
blndungen angehSren, muBte die Fixationswirkung der Ciaceio-Methode 
zuerst an der chemischen Reinsubstanz, und zwar an Lecithin geprfift 
werden. Erst nachdem an der ciacciobehandelten Reinsubstanz gefunden 
war, dab Lecithin nur unvollst~ndig fixiert wird, durfte man aus den 
Befunden vergleichender Extraktion yon frischen und nach Ciaccio 
fixierten Organen schlieBen, dab ein TOil des durch die Ciaccio-Methode 
aus dem Organ entfernten organischen Phosphors yon Lipoiden herrfihrt. 

Auch die zweite Frage, deren Bedeutung ffir die Beurteilung des 
Ciaecio-Verfahrens wir genfigend gewiirdigt haben, war nur nach vorher- 
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gehenden Untersuchungen an der Reinsubstanz zu entscheiden. Die 
l~esfstellung, dab 53% des in Holundermark aufgenommenen Trioleins 
nach der Ciaccio-Behandlung imHolundermark  zuriickbleiben, berechtigt 
zu der Annahme, dab dies im Organ mit  seiner noeh feineren Struktur  
zu einem hSheren Prozentsatze der Fall sein diirfte. 

Die LSstmg der drit ten Frage war nur dureh Paralleluntersuchungen 
yon Reinsubsfanzen und yon Organen mSglieh. Da an der Reinsubstanz 
dureh Isoliertmg yon Spaltprodukten gezeigt werden konnte, welche 
chemische Wh'kung die Chrombehandlung auf Lipoide ausiibf, und wit 
nach Ciaccio-Behandlung yon Organen dieselben Spal~produkte naeh- 
gewiesen haben, so diirfen wir annehmen, dal3 die Chromverbindungen 
attf die Lipoide im Organ dieselbe Wirkung ausiiben wie auf Lipoide im 
Modellversuehe. 

A. Untersuchungen an Reinsubstanzen im Holundermark. 
Zu Frage I und 2 : Wird Lecithin durch die Ciaceio-Behandlung voU- 

st~ndig fixier~ ? Werden andere Fettsfoffe durch die Behandlung mit  
organischen L6sungsmitteln restlos ausgezogen ? 

Zuerst wurde Lecithin in Holundermark gebracht und das gefiillte 
Mark (wiederum unter peinliehster Innehalfung der yon Ciaccio gegebenen 
Vorschriften, s. S. 373) der Ciaceio-Behandlung unterworfen. Nach den 
theoretischen Anschauungen, die Ciaccio seinem Verfahren zugrtmde 
legt, durfte sich aus dem behandelten Mark kein Lecithin bzw. kein 
organischer Phosphor ausziehen lassen. Das Lecithin m u t t e  dutch  d i e  
Chrombehandlung fixiert sein. Die Untersuchung ergab , daft Sich be- 
tr~ichtliche Mengen Lecithin aus dem behandelten Holundermark aus- 
ziehen lassen. 

Es ist hieraus der Schlul~ zu ziehen, dal] ein Tell des Leeifhins un- 
fixiert bleibf. 

Es sei an dieser Sfellc auf die Bedeutung des L6sungsmittels for den Erfolg 
der Extraktion hingewiesen. ~ die Ex~rakfion des zu den Versuchen benutzten 
Leoithins konnten nur L6sungsmittel verwand~ werden, in denen dieser Fet~stoff 
in reinem Zustande leicht 16slieh ist, also Chloroform und Alkohol. Gegen die Wahl 
yon Chloroform k6nnte der Einwand erhoben werden, dab dicses L6sungsmiLtel 
beim Ciaceio.Verfahren nieht gebraucht wird. FOr den Modellversuch aber ist 
es grunds~ttzlich gleichg/il~ig, welches der beiden genannten Extraktionsmittel 
zur Anwendung gelang~, weft es sich nur darum hnndel~, festzustellen, ob d~s 
vom Holundermark aufgenommene Fe~t dureh die Ciaccio-Methode vollstgndig 
fixierf und dadureh in organischen L6sungsmitteln unl6slich gemacht wird. FOr 
die Untersuehungen am Organ kam nut Alkohol zttr Verwendung, weil sich die 
Organuntersuchungen streng an die Vorsehriften des yon Ciaccio angegebenen 
Originalveffahrens anschliel3en mul]fen. DaB der Wer~ der Untersuchung an 
der Reinsubs~nz dureh die Wahl des Extraktionsmittels keine Einbul3e erliften 
hat, gehf aus den sparer mitgeteilten Organanalysen hervor, die ergeben, dab die 
beim Ciaceio-Verfahren nngew~ndt~ Alkoholbehandlnng ebenfalls imstande ist, 
I~ipoide ~uszuziehen. 



380 C. Kaufmann und E. Lehmann: 

Beschre ibung der Yersuehe.  

Es wurden  drei  Para l le lversuche  angcsetz t .  Die ffir alle drei  Ver- 
suche  zur Ff i l lung des Ho lunde rmarks  gebrauch te  ChloroformlSsung 
en th i e l t  0,3807 g Leci th in .  

1. Versuch: 0,0936 g ttohinderraark warden in angegebencr Weise geffillt 
nnd zeigten nach Trocknung bis znr Gewichtskonstanz ein Gewicht von 0,1106 g. 
Es hatte also ura 0,0170 g zugenomraen. Nach der Ciaccio-Behandlung wards 
raft Chloroform erschOpfend extrahiert and auf 100 ccra aufgeffillt. 

Lecithinbestimmung vom Auszug: Zur Bestimmung des LecithingehalSes des 
100 cera umfassenden Extraktes warden 25 ecru entnommen, das Chloroform 
verdampft, der Riickstand verascht, neutralisiert und auf 75 cera aufgefiillt. 10 cem 
dieser LSsung gabon raft Strychninreagens keine Trfibung. Die Bestimmung wurde 
darauf 2raal mit je 20 ecru wiederholt. 

a) Ablesungsmittel: 20,4; 
P~Os-Faktor: 0,0147; 
gefunden: 0,2204 mg PeOn; 

b) Ablesungsmittel: 19,3; 
P2Q-Faktor: 0,0155; 
gefunden: 0,2332 rag P~05; 

bei Vergleichsstellung: 10; 
Verdiinnung: 3,75- und 4lath;  
entsprechend: 2,52 mg Lecithin. 
hei Vergleichsstellung: 10; 
Verdiinnung: 3,75- und 4fach; 
entspreehend : 2,64 mg Lecithin. 

Mittel bolder Bestimmungen: 2,6 mg Lecithin. 

Lecithinbestimmung yore eztrahierten Holundermark : Das extrahierte tIolunder. 
mark wurde, nachdera es vora Chloroform befreit worden war, veraseht und nach 
dora ~%utralisieren auf 10 cera aufgefiillt. Von dieser LSsung warden je 5 ccm 
zu 2 Bestiramungen entnomraen. 

a) Ablesungsmittel: 16,0; 
P2Os-Faktor: 0,01875; 
gefunden: 0,375 rag P~05; 

b) Ablesungsmittel: 16,2; 
P~O~-Faktor: 0,0185; 
gefunden: 0,370 rag P~O~; 

bei Vergleichsstellung: 10; 
Verdfinnung: 20lath; 
entsprechend: 4,25 rag Lecithin. 
bei Vergleichsstellung : 10; 
Verdiinnung: 20lath; 
entsprechend: 4,20 mg Lecithin. 

Mittel aus beiden Bestiramungen: 4,2 rag Lecithin. Summe von auszieh- 
barera (2,6 rag) and nicht ausziehbarera (4,2 rag): 6,8 mg Lecithin. 

2. Versuch: 0,1263 g Holundermark hatten nach Fiillung und Trocknung um 
0,0445 g zugenomraen. Nach der Ciaccio-Behandhing wurde wiedcr raft Chloroform 
extrahiert und auf 100 ccm aufgefiillt. 

Lecithlnbestimmung yore Auszug: Zur Ermittlung des extrahierbaren Lecithins 
wurden 25 ccm des Gesamtauszuges verdampft, verascht, neutralisiert und au~ 
75 cera aufgefiillt. Davon warden 2real je 10 ecra zur Bestimmung entnoraraen. 

a) Ablesungsmittel: 19,3; bei Vergleiehsstellung: 10; 
P~Os-Faktor: 0,0155; Verdiinnung: 4- und 7,5fach; 
gefunden: 0,466 rag P~05; entsprechend: 5,29 mg Lecithin. 

b) Ablesungsmittel: 19,5; bei Vergleichss~ellung: 10; 
P~Q-Faktor: 0,0154; Verdiinnung: 4- und 7,5lash; 
gcfunden: 0,462 mg P205; entsprechend: 5,23 mg Lecithin. 

Mittel aus beiden Bestiramungen: 5,2 rag Lecithin. 

Lecithinbestimmung yore extrah~erten Holundermark : Die ansehlie~end erfolgte 
Verasehung des wieder getrockneten und extrahierten Markes ergab nach Auf. 
fiillung auf 100 ccm und Entnahme yon 4 ecra folgende Werte. 



Fettnachweis im Gewebe. 381 

a) Ablesungsmittel: 7,1; bei Vergleichsstelhing: 10; 
P2Os-Faktor: 0,0422; Verdfinnung: 25fach; 
gefunden: 1,056 nag P~05; entsprechend: 11,98 mg Lecithin. 

b) Ablesungsmir 7,4; bei Vergleichsstelhing: 10; 
P~O~-Faktor: 0,0405; Verdfinnung: 25lath; 
gefunden: 1,013 mg P ~ O ~ ;  entsprechend: 11,50 nag Lecithin. 

]Vlittel bus beiden Bestimmungen: 11,7 mg Lecithin. Summe yon auszieh- 
barem (5,2 rag) und nicht ausziehbarem (11,7 rag) Lecithin: 16,9 rag. 

3. Versuch: 0,1316 g Itolundermark en~hielten nach Ffillung, Trocknung und 
Wiigung 0,229 g Lecithin. Nach Ciaccio-Behandlung effolgte Chioroformextraktion 
und Auffiilhing auf 100 ccm. 

Lecithinbestimmung yore Auszug: Die Bestimmung des Lecithins im Extrakt 
gesehah mit 25 ccm des 100 ccm betragenden Gesamtvohimens durch Veraschung 
und Auffiillung auf 100 ccm. Davon wurden 2real je 25 ccm zur Bestimmung 
verwendet. 

a) Ablesungsmittel: 16,8; 
P205-Faktor: 0,0180; 
gefunden: 0,288 mg P205; 

b) Ablesungsmittel: 16,5; 
P2Os-Faktor: 0,0182; 
gefunden: 0,291 mg P~05; 

bei Vergleiehsstellung: 10; 
Verdiinnung: 16fach; 
entsprechend: 3,27 mg Lecithin. 
bei Vergleichsstellung: 10; 
Verdfinnung: 16fach; 
entsprechend: 3,20 mg Lecithin. 

Mittel aus beiden Bes~immungen: 3,3mg Lecithin. 

Lecithinbestimmung yore extrahierten Holundermark: •ach Veraschung des 
getrockneten und extrahierten Holundermarkes wurde neu~ralisiert und auf 
100 ccm aufgefiillt. Davon wurden 2real je 5 ccm verwendet. 

a) Ablesungsmittel: 10,0; bei Vergleichsstelhing: 10; 
P~Os-Faktor: 0,0300; Verdfinnung: 20fach; 
gefunden: 0,6rag P~0~; entsprechend: 6,8 mg Lecithin. 

b) Ablesungsmittel: 10,1; bei Vergleichsstelhing: 10; 
P~Os-Faktor: 0,0297; Verdiinnung: 20fach; 
gefunden: 0,594 mg P ~ O ~ ;  entsprechend: 6,74 mg Lecithin. 

l~Iittel aus beiden Bestimmungcn: 6,8 nag Lecithin. Summe yon ausgezogenem 
(3,3 rag) und dutch Veraschung gefundenem Lecithin (6,8 rag): 10,1 mg Lecithin. 

Zur bessercn Ubersicht  seien die Ergebnisse der drei Versuche in 
Tabellenform zusammengestell~: 

Aus lecithinbeschicktem, nach Ciaccio behandeltem Holundermark 
l~t~t sich Lecithin dutch ist yon Lecithin nieht extrahierbar, also 
Chloroform extrahieren nach Ciaccio fixiert 

Versuch 1 38% 62% 
Versuch 2 31% 69% 
Versuch 3 33 % 67 % 

Aus der Tabelle geht  hervor,  dal~ ein bedeutender  Tell des aufge- 
nommenen  Lecithins, etwa 1/3 , nach der Ciaccio-Behandlung durch orga- 
nische LSsungsmittel  ausziehbar, also nicht im Sinne Ciaccios als fixiert  
zu bet rachten ist. 

~be r t r agen  wir diese Ergebnisse auf den Organschnit~, so ergibt  
sich, dal~ auch hier wahrscheinlich ein Teil des unfixierten Lccithins 
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dutch die organischen LSsungsmittel (Alkohol, Xylol) entiernt wird. 
Das bedeutet, dab dureh die Ciaeeio-F~rbung vermutlich aueh im Organ- 
sehnitt weniger Lecithine zur Darstellung gelangen kSnnen, ~ls es mit 
anderen F~rbungen der Fall is~, bei denen eine langdauernde Behandlung 
mit Alkohol unterbleibt (z. B. F~rbung naeh Smith-Dietrich). 

Werden die Fettstotfe, die nicht zu den Lipoiden im engeren Sinne 
z~ihlen, w~ihrend des Ciaecio.Verfahrens restlos entfernt~. 

Fiir die Beurteilung des Ciaecio-Verfahrens ist die Frage, ob die nicht 
zu den Lipoiden gehSrenden Fettstoffe restlos aus dem behandelten 
Organ beseitigt werden, yon entscheidender Bedeutung. Die Methode 
stfitzt sich auf die Annahme, dal~ die Fettstoffe, die nieht zu den Li- 
poiden zghlen, aus dem Gewebe durch die Alkohol-Xylol-Behandlung 
entfernt werden. Wir haben schon mehrmals darauf hingewiesen, 
dab - -  falls die Annahme Ciaccios nieh$ zutrifft - -  diese Fe~tstoffe 
bei Verwendung yon Sudan gef~rbt werden miissen. Da Triolein bei 
den Fi~rbeversuchen (s. his~oehemischer Teil) positive F~rbung nach 
Ciaccio ergeben hatte, haben wir dieses ungesgttigte I%utralfett zu 
unseren Versuchen benutzt. Ein weiterer Grund fiir die Verwendung 
yon Triolein liegt darin, dab dieser Stoff im mensehlichen Fettstoff- 
wechsel die Hauptrolle spielt. Jede KSrperzelle enthi~lt Neutralfette, 
die zum grSl3ten Teil aus Triolein bestehen, also ~uch die in erster 
Linie mit Hilfe des Ciaecio-Verfahrens untersuehten parenchymat6sen 
und innersekretorischen Organe. Das mensehliche Fettgewebe besteht 
bis zu 85% aus Triolein. 

Der positive Ausfall der Fgrbungen bei Anwesenheit yon Triolein 
im ~odellversuch zeigt, dab Triolein dutch das Ciaccio-Verfahren nieht 
entfernt wird. 

Wit Iconnten dutch die chemisehe Untersuchung den Nachweis er. 
bringen, daft im HolundermarTc, das mit Triolein beschiclct und nach 
Ciaccio behandelt w~trde, erhebliche Mcngen Triolein, und zwar 53% der 
zum Versuche verwandten Menge zuri~clcbleiben. 

Die F~rbeversuche hatten weiterhin einen Hinweis auf die Bedeutung 
des unges~ttigten Charakters der Fettstoffe fiir den positiven Ausfall 
der Fgrbungen geliefert, und wir muBten daher der Frage nachgehen, 
ob sich bei der Behandlung yon Triolein naeh dem Ciaeeio-Verfahren eirL 
ungesgttigter Stoff abspaltet, der ffir die F~rbung verantwortlich zu 
machen ist. 

Es ist der Nachweis gelungen, daft 8ich wiihrend der Ciaeeio-BehandIung 
vo~ Triolein (Jls~iure bildet. 

Es wurde bei diesen ]~xtraktionsversuchen (tie lehrreiehe Tatsache 
beobaehtet, dal~ Triolein nach der Ciaccio-Behandlung dunkelbraun 
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gef/~rbt und  harz ig  wird.  Daraus  is t  ersicht l ich,  da$  das  Tr iole in  Ver- 
/ inderungen erfahren ha t ,  welche seine unvol l s t~ndige  Ex t rah ie rba rke i~  
bei  der  Ciaec io-Behandlung erkl/~ren. Die z/~he Konsis tenz ,  die  das  
Tr iole in  dureh  die Ciacc io-Behandlung a n n i m m t ,  m a e h t  diesen Stoff  in  
organischen LSsungsmRte la  sehwer 15slich. Der Vorgang, der als oxy- 
dative Verharzung au/zu/assen ist, der siimtliche ungesdittigte Fettsto//e 
unterl~iegen, diir/te /i~r die Deutung der Ciaecio-Fdirbun9 auch im Gewebe 
yon einer qewissen Bedeutun 9 sein, da anzunehmen ist, daft auch bier 
ungesdittigte Fettsto/]e dutch die Ciaccio-Behandlung schwerer in organi- 
schen L6sungsmitteln 16slich werden. 

D a  durch  diese Un te r suchungen  gezeigt  wird,  dab  Fe t t s to f fe ,  die 
n ich t  zu den  Ciac'eio-Lipoiden zu reehnen sind, n u t  teilweise durch  die 
A lkoho l -Xy lo l -Behand lung  ira Model lversuehe en t fe rn t  werden,  so i s t  
anzunehmen,  da$  auch im Organschn i t t  s tSrenderweise  durch  die An-  
wendung  der  Sudanfi~rbung im Verfahren nach  Ciaccio Stoffe da rges te l l t  
werden,  die n ich t  zu den L ipo iden  im Sinne Ciaeeios z/ihlen. 

Beschreibung der Yersuehe. 
Ciaccio-Behandlung yon Triolein im Holundermark. 

Triole in  spa l t e t  bei  der  Ciaccio-Behandlung/)lsgure ab  u n d  wird  nur  
zum Tell  en t fe rn t .  

Die  Un te r suchung  geschah in  folgender Weise :  
6,6 g Holundermarkstiieke warden mi~ einer LSsung yon 25 g Triolein in 

Chloroform iibergossen und in tier fiblichen Weise gefiillt. Naeh dem Trocknen 
im Exsiccator betrug das Gewicht des mit Triolein gef/illten Markes 14,1 g. J~s 
hatte also 7,5 g Triolein aufgenommen. ])as Mark wurde nunmehr der Ciaeeio- 
]3ehandlung unterwoffen. ~aeh der Einwirkung der beiden Chromierungsb/~der 
und nach der W~sserung hatte das Holundermark seine Farbe nieht ver~ndert. 
Dem /~uBeren Anschein nach war keine Chromierung eingetreten. Die darauf 
folgende Behandlung mi~ Alkohol zeigte, da]  dabei erhebliche Mengen Triolein 
entfernt wurden, denn der abgegossene Alkohol triibte sich auf Zusatz yon Wasser 
unter langsamer Absetzung yon 01tropfen. Naoh tier Aufbewahrung im Xylol 
wurde abgegossen und mehrere Tage unter Vakuum gehal~en, um die grOllte 
~enge des anhaftenden Xylols abzusaugen. Darauf wurde das tIolundermark 
in einen Sehfitteltrichter getan und 3mal mit Chloroform ausgeschiir Das 
auf dem Wasserbade abdestillierte Chloroform hin~erliel3 einen Rfickstand, der 
stark xylolhaltig war. Das Xylol lieB sieh wegen seines hohen Siedepunktes auf 
dem Wasserbade nieh~ vertreiben. Die Ietthaltige XylollOsung wurde daher dureh 
Destillation fiber freier Flamme vom Xylol beffeit. Es wurde bis 160 ~ destilliert, 
wonach alles Xylol fibergegangen war und das zurfickbleibende Fet t  sich zu zer- 
setzen begann. Die zuriickbleibende Fettmenge wog 4 g. Sie wurde zur Fest- 
stellung, ob wahrend der Ciaccio-Behandlung auch 01s/rare abgespalten war, mit 
SodalSsung verriihrt. Das entstandene Gemisch wurde 3real mit Petrol/~ther 
ausgeschiittelt, die ausgeschiittelte SodalOsung mit Salzs~ure anges/~uer~. Bei 
Anwesenhei~ yon 01s~ure in der LSsung h~tte sofor~ Triibung einSreten mfissen. 
Da dies nieht erfolgte, war in der Sodal6sung keine 01s/~ure vorhanden. 

Die Petrol~therl6sung hatte nach dem Stehen fiber Naeht eine Gallerte ab- 
gesetzt. Sie wurde abfiltriert and 15ste sich unter starkem Seh~umen im Wasser. 



384 C. Kaufmann und E. Lehmann: 

Sie bestand aus Natriumoleat, das offenbar kolloidal in den Petrolitherauszug 
iibergegangen war. Zur Identifizierung wurde das Oleat mit Salzsiure angesiuert, 
und die freigemachte S~ure mit 2xther ausgeschiittelt. Die ~therische LSsung 
addierte Brom. Daraus ist zu schliel~en, dab wihrend der Ciaecio-Behandlung 
aus dem Triolein zum Teil 01s~ure entstanden war. Ein Teil der nachgewiesenen 
01siure kann dutch das Erhitzen auf 160 ~ entstanden sein. Bei der kurzen Ein- 
wirkungsdauer der Erhitzung konnte diese Menge nur gering sein und nicht den 
grol~en, yon uns naehgewiesenen Mengen entsprechen. 

Ein. Teil der Petrol~therl6stmg wurde mit einer LSsung yon Brom in Petrol- 
ither versetzt. Das Brom wurde gierig verschluckt. Der andere Tefl der Petrol- 
itherlSsung wurde abdestilliei$ und das zuriickbleibende Triolein, das infolge der 
oxydierenden Wirkung des Bichromats braun gefirbt war, zeigte beim Erhitzen 
durchdringenden Akroleingeruch, das eharakteristische Kennzeichen der Tri- 
glyceride. Das Triolein war also zum grSl~ten Tell nach der Ciaccio-Behandlung 
unver~ndert geblieben. Da vom Holundermark aus der ChloroformlSsung ur- 
spriinglich 7,5 g aufgenommen und nach der Ciaccio-Behandlung und Extraktion 
4 g wiedergewonnen worden waren, mul~ten 3,5 g oder rund 47% w~hrend der 
Ciaccio-Behandlung verlorengegangen sein. 

lqachdem in den vorhergehenden Modellversuehen durch Priifung 
yon Reinsubstanzen gezeigt werden konnte, dal~ 

1. die Lipoide im Sinne Ciaccios, yon denen wit als Hauptvertreter 
Lecithin prii]ten, dureh die Ciaccio-Methode nut unvollstgndig ]ixiert 
werden (yon Lecithin werden /ixiert 60--70%); 

2. die Fettstof/e, die nicht zu den Lipoiden zghlen, w~ihrend des Ciaccio- 
Ver/ahrens nut zum Teil ent]ernt werden (53% Triolein werden nicht 
ausgezogen), 
sind wir zur ]3eantwortung der dritten Frage fibergegangen. Wh" hofften 
dutch die Feststellung, wie die Chrombchandlung auI die Lipoide wirkt, 
einen Einblick in den Chemismus des Ciaccio-Prozesses zu gewinnen und 
damit gleichzeitig die Fr~ge der MSglichkeit einer elektiven F~rbung 
gewisser Fettstoffe zu beantworten. 

Die I~rberischen Ergebnisse deuteten darauf hin, da~ der unges~ttigte 
Charakter der 01s~ure die Fixierung im Verfahren nach Ciaccio ver- 
ursacht. D~ Lecithin den Rest~der 01s~ure enth~lt, war zu vermuten, 
dab dieser 01s~urerest wihrend der Ciaceio-Behandlung abgespalten und 
ehromiert wird. Wit haben uns bemiiht, den 2~aehweis der Riehtigkeit 
dieser Ansehauung dureh den Iolgenden Versuch zu erbringen. 

Naehweis yon (}ls~ture als Spaltprodukt des Leeithins naeh 
Ciaeeio-Behandlung. 

Es wurde geprSft, ob bei der Ciaceioeinwirkung au~ lecithinbeschick- 
tes ttolundermark 01s~ure als Spaltprodukt des Lecithins auftritt, um 
eine Stiitze fiir unsere Ansicht zu finden, dal~ der unges~ttig~e Charakter 
der 01s~ure Triger der Ciaceio-Reaktion ist. Die Ausfiihrung des Ver- 
suches gesehah ~olgendermal~en: 

Wir fiillten Holundermarkstiicke durch Evakuieren mit einer leeithinhaltigen 
ChloroformlSsung. ])as lecithinbeladene, vom Chloroform getrocknete ttolunder- 
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mark wurde gewogen. Es hatte um genau 2 g zugenommen und wurde nunmehr 
nach der Ciaecio-Methode behandelt. Naeh Verdunsten des noeh anhaftenden 
Xylols aus der letzten Phase der Ciaecio-Behandlung wurde das Holundermark 
in mOglichst kleine Stiieke zersehnitten, mit verdfinnter Salzsgure iibergossen 
und auf dem Wasserbade so ]ange gelinde erw~rmt (50--60~ bis die Stficke sich 
benetzten und untersanken. Der entstandene Brei wurde in einen Schiitteltriehter 
fibergefiihrt, 3 mM ausge~thert, die ~therische LSsung filtriert, mit Natriumsulfat 
getrocknet, und der Ather auf dem Wasserbade abgedampft. Als Riickstand blieb 
ein braunes O1, das noch stark nach Xylol roeh, zu dessen Entfernung das 01 mit 
SodalSsung fibergossen wurde. Es schied sieh sofort fettsaures Iqatrium ab, das 
in der wgsserigen SodalSsung suspendiert blieb. Zur Entfernung des Xylols wurde 
3 real mit ~ther ausgeschiittelt. Die vom Xy]ol beffeite Suspension wurde wieder 
mit Salzs~ure anges~uert und 3 real mit Ather ausgesehfittelt, wobei sich die Fett- 
sauren im Ather 15sten. Die atherisehe LOsung wurde abgegossen und filtriert, 
ein Tell davon mit ~theriseher Broml5sung versetzt, die sich sofort entf~rbte. Ein 
anderer Teil wurde mit sehwefelsaurer KaliumpermanganatlSsung untersehichtet, 
beim Umsehfitteln trat sofort Entf~rbung ein. 

Dadurch war die Anwesenheit unges~ittigter Fetts~iuren bewiesen. 
Der Rest der ~therischen LSsung wurde verdunstet und hinterliel] 

wieder braunes 01, das in Wasser unlSslieh war, aber keine Quellung und 
keinen Lecithingeruch zeigte. Eine veraschte Probe gab keine Triibung 
mit Strychninreagens, ein Beweis, daft kein unversehrtes Lecithin mehr 
vorhanden sein ~onnte. 

Wir betraehten das Ergebnis dieses Versuches Ms einen weiteren 
Beweis daffir, dab die Tr~ger der Ciaccio-Reaktion Stoffe mit Lficken- 
bindung sind, deren Hauptvertreter die ()ls~ure ist. Auf die Verh~ltnisse 
im Gewebe fibertragen, bedeutet dies, dab bei Vorhandensein yon Leci- 
thin eine F~trbung infolge Abspaltung und Chromierung der 01s~ure 
eintritt. 

Das .Entscheidende liar den ~positiven Aus/all der Ciaccio-_F~irbung bei 
der Anwesenheit yon Lecithin ist das Vorhandensein des (Jls~iurerestes ~m 
Lecithinmolel~i~l. 

l~ach den Versuchen, die wir mit Triolein anstellten, ist der Riiek- 
sehlul~ zu ziehen, dal] s~mtliche Fettstoffe, die den Rest der 0ls~ure 
enthalten, positive F~rbung naeh Ciaccio ergeben. 

Fiir die sp~tere Organuntersuchung ist der Nachweis bedeutungs- 
roll, dab nach Ciaccio-Behandlung yon Lecithin kein unversehrtes Le- 
cithin mehr nachweisbar ist. 

B. Untersuchungen an Organen z. 
l~achdem durch die chemische Analyse an der Reinsubstanz fest- 

gestellt worden war, dab Fettstoffe, die der Gruppe der Lipoide im engeren 
Sinne angehSren, darunter Lecithin, trotz der Behandlung nach Ciaccio 
zu einem betr~chtlichen Prozentsatze durch organisehe LSsungsmittel 

1 Zu s~mtlichen Organuntersuehungen wurden Leberstfieke ffiseh get6teter 
Kaninehen verwandt, um StSrungen der Reaktion dureh pos~mortale Zersetzungs- 
vorgange zu vermeiden. 
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extrahierbar sind, also bei Anwendung yon Alkohol und Xylol im histo- 
logischen Verfahren entfernt and damit der F&rbung entzogen werden, 
haben wit diesen Befund an Organen naehgepriift. 

l~ach den histochemischen und chemischen Untersuchungen an der 
Reinsubstanz ist fiir die Spezifit&t des Ciaecio-Veffahrens zum Nach- 
weis bestimmter Fettstoffe die Frage entscheidend, ob die schwer 
chromierbaren Fettstoffe, nach unseren Ergebnissen die f&rbbaren 51- 
s&urehaltigen Verbindungen, entfernt werdenl Eine Priifung dieser 
Frage am ciacciobehandelten Organ mu] te  aus technisehen Riick- 
siehten unterbleiben. Eine Bestimmung yon Triolein als dem Haupt-  
vertreter unges~ttigter Triglyceride ist nur nach Verseifung zu 01s~ure 
mSglich. Urn diese 01saute als Bestandteil yon Triglyceriden sicher zu 
eharakterisieren, ist es notwendig, sie yon anderen 51s&urehaltigen Fett-  
stoffen, z. B. Lecithin zu trennen. Diese Trennung gelingt im ciaccio- 
behandelten Organ nicht, weft Lecithin 01s&ure abspaltet. Wir muSten 
uns daher begniigen, durch die Organuntersuchung folgende Fragen 
zu kl&ren. 

a) Wird der organisch gebundene Phosphor 1, d. h. Lipoidphosphor, 
durch das Ciaccio-Verfahren im Organ vollst&ndig fixiert ? 

b) L~il~t sich durch Isolierung der beim Ciaccio-Verfahren entstehenden 
Reaktionsprodukte ein ttinweis aaf den Chemismus dieses Farbevor- 
ganges gewinnen ? 

a) Untersuchungen an ciaccio/ixierten Organen. 
Bei Auswertung der Versuche zur Beantwortung der ersten Frage 

war zu berticksichtigen, dab jedes Organ neben organisch gebundenem 
Phosphor 1 aueh anorganisch gebundenen in Form yon ~hosphaten ent- 
h~lt. Die Trennung des organisch gebundenen Phosphors von dem 
anorganisch gebundenen l ~ t  sich bekanntlich im nichtfixierten Organ 
durch Ansziehen des Organpulvers mit Alkohol herbeifiihren. Da die 
Wirkung des Ciaccio-Verfahrens darin besteht, die alkohollSslichen orga- 
nisehen Phosphorverbindungen, in erster Linie die phosphorhaltigen 

1 Die Bestimmung des Leeithins griindet sich auf seinen Gehalt an Phosphor. 
Unter Gesamtphosphor ist die Summe yon organisch gebundenem und anorganiseh 
gebundenem Phosphor zu verstehen. 

Organischer Phosphor vorwiegend = Lipoidphosph0r. 
Anorganischer Phosphor ~ Phosphate. 

Die Trennung yon organischem und anorg~nischem Phosphor gelingt dutch Alkohol- 
extraktion des getrockneten Organpulvers. Beispiel: Leber wird getrocknet und 
pulverisiert, aus dem Organpulver durch Alkoholextraktion der organisch gebundene 
Phosphor herausgezogen. Der anorganisch gebundene Phosphor bleibt im extra- 
hierten Organpulver zuriick. Bestimmung des organisch gebundenen Phosphors 
im Alkoholextrakt, des anorganisch gebundenen im Organpulver, beide nephelo- 
metrisch nach der Kleinmannschen Methode. Der Phosphorgehalt wird bei dieser 
Methode als P~Os angegeben. 
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Lipoide in eine alkoholunl5sliche Form fiberzuffihren, war eine Trenntmg 
des organisch gebundenen veto anorganisch gebundenen Phosphor im 
eiaeeiobehandelten Organ nur soweit m5glich , als der organisch gebun- 
dene Phosphor nicht alkoholunlSslich geworden war. Dureh vergleichende 
Untersuehlmgen des in nichtfixierter Leber bestimmten Gehaltes an 
organisehem und anorganischem Phosphor lieI~ sich der fixierte Anteil des 
organiseh gebundenen Phosphors in der Ciaccio-Leber ungef~hr errech- 
nen. l~aeh Alkoholextraktion des eiacciobehandelten Organs muBte 
sich in dem Organrfiekstand ein Mehr yon nichtansziehbarem Phos- 
phor linden, das yon dem in eine alkoholuntSsliche Form iibergefiihrten 
organischen Phosphor herrfihren muBte. 

Ffir die Organuntersuchung erwies sich eine Teilung des Ciaeeio- 
Verfahrens in zwei Absehnitte a]s zweckmi~ig. Der erste Anteil umfaBt 
nur die Einwirkung der Kaliumbichromatb~der (Biehromat-Essigsgure- 
Formaldehyd-Gemisch und 3proz. Kal.-Bichrom.-L5sung), der zweite 
den ganzen Ciaccio-Prozel3 einschliel31ieh der Alkohol-Xylol-Behandlung. 
Diese Teilung wurde vorgenommen, weft es auf diese Weise mSgtich 
war, die ausziehende Wirkung der einzelnen Staffe]n des Verfahrens zu 
bestimmen. Es war daher notwendig, zuerst festzustellen, ob und wie- 
weir eine Ver~nderung c~es Gesam~phosphorgehaltes naeh der Fixation 
des Organs in den Ka]iumbiehromatbhdern eintritt. Zuerst mag es 
verwunderlich erseheinen, daI~ wir die MSgliehkeit in Betracht ziehen, dal3 
die a]leinige Behandlung des Organs in den Fixations- und Chromierungs- 
gemischen imstande ist, dem Organ gewisse Mengen Gesamtphosph0r 
zu entziehen. Bisher unverSffentliehte Un~ersuehungen fiber die Wir- 
kung der gebrs Formo]]Ssungen haben uns gezeigt, da3 mi~ 
l~egelm~Bigkeit bei Behandlung eines Organs mit FormollSsung der 
Gesamtphosphorgehalt des fixierten Organs gegenfiber dem gleichen 
nichtfixierten Organ abnimmt. Diese mit Hilfe der chemischen Analyse 
gewonnenen Befunde bilden eine Erg~nzung tier Untersuchungen yon 
Hammar, der a]s erster durch W~gung getrockneter zur Fixierung ver- 
wandter, Formalinriickstande die extrahierende Wirkung des Formalins 
auf Lipoidstoffe im Organ festgestellt hat (s. auch L. _Pick, der fest- 
stellt, da~ Lipoide bereits bei Formalinbehandlung der Organe naoh 
einigen Tagen in L6sung gehen). Fiir die ciacciobehandelte Leber konn- 
ten wir in dem ~p~iter als Beispiel mitgeteilten Versuche 1/eststellen, daft 
tier Gehalt an Gesamtphosphor durch die Behandlung in den Chromb~idern 
gegeniiber der gleichen un/ixierten /rischen Leber um 20% abnimmt. Die 
frisehe Leber enthielt 20,52 mg P205 als Gesamtphosphor auf 1 g Organ, 
die ciacciofixierte nur 16,31 mg P20~ als Gesamtphosphor. 

Weiterhin erwies sich die Teitung des Ciaccio-Verfahrens in zwei 

1 Die Versuche wurden an 4 verschiedenen Lebern durchgefiihrt. Der Raum- 
ersparnis wegen wird immer nut das Ergebnis einer Versuchsreihe mitgeteilt. 
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Abschnitte als zweekm~l~ig, weil die Ergebnisse unserer Untersuchungen 
am vSllig ciacciobehandelten Organ zeigten, dal] in die Alkohol- und 
Xylolb~der nach Fixierung und Chromierung noch organischer Phosphor 
fibergeht, also aus dem Organ ausziehbar ist. Es mu•te also ein Tell des 
im Organ befindlichen, organischen Phosphors dutch dos CJaccio-Ver- 
fahren nicht in eine unlSsliche Form gebracht worden sein. Die Menge 
dieses ausziehbaren Phosphors schwankt in den einzelnen Versuchen 
an den gleichen Organen verschiedener Kaninchen. Um sie in einer 
m~glichs~ yon Sohwankungen freien Form, wie sie bei dem histologischen 
Verfahren dl~rch Temperatureinflfisse und die verschiedene Dauer 
der Behandlung in den Alkohol- und Xylo]b~dern unvermeidlich sind, 
zu bestimmen, haben wit nach der Kalium-Bichromatbehandiung Organ- 
stiicke im Soxhlet mi~ Alkohol extrahiert. Wir konnten nun genau 
bestimmen, welche Menge organischen Phosphors nach der Ciaccio- 
Fixation noch in organischen LSsungsmitt.eln 15slich war. Die bei der 
Organeinbettung verwandten B~der stellen naturgemg~ ein milderes 
Verfahren dar als die Soxhlet-Extraktion, und wir mSchten dos Ergeb- 
his unseres Versuchs ouch nut damn werten, daBer uns genau zeigt, 
wieviel org~nischer Phosphor nach Ciaccio-Behandhmg unfixiert zurfiok, 
bleib% also mSglicherweise ausziehbar ist. 

Dutch Allcoholextra~tion lie[3en sich aus I g ciaccio/ixierten Organs 
2,92 mg P205 ausziehen, dos sind 32,2 % des organischen Phosphor- 
gehaltes der gleichen un/ixierten Leber. 

Es wurde Mso zuerst gezeigt, dal~ die Kaliumbichromatb~der 20% 
des Gesamtphosphors entziehen, weiterhin~ daI~ naoh der Kalium- 
bichromatbehandlung noch alkohollSslicher organischer Phosphor im 
Gewebe vorhanden ist. Hiermi~ war erwiesen, dal~ der organische Phos- 
phor dureh Ciaccio-Behandlung nicht vollst~ndig im Organ fixiert wird. 
Wit haben uns dann bemiiht festzusteIlen, wieviel organischer Phosphor 
in eine alkoholunlSsliohe Form fibergefiihrt wird. Leider stS~t, eine in 
Prozen~zahlen ausgedrfickte Berechnung des im Organ fixierten lipoi- 
den Phosphors auf groBe Schwierigkeiten. Wir s~hen, dab 20 % des Ge. 
sam~phosphors in die Chrombgder iibergehen. Zu einer exakten Be- 
stimmung des im ciacciofixierten Organ verbliebenen, in eine alkohol- 
unlSsliche Form fibergefiihrten, friiher organischen Phosphors h~t~en 
wir wissen miissen, wie sich die durch die Kaliumbichromatbgder aus- 
gezogenen 20% Gesamtphosphor auf organischen und anorganischen 
Phosphor verteilen. Dos war nicht mSglich, weft die organisohen Phos- 
phorverbindungen bei ihrem ~bertritt in die Chromb~der Ver~nderungen 
erleiden, die ihre Extraktion mi~ organischen LSsungsmitte]n und somit 
ihre analytische Erfassung unmSglich machen. 

Um die Werte des fixierten organischen Phosphors, also des fiir dos 
Ciaccio-Verfahren bedeutungsvollen, welligstens annahernd zu bestim- 
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men, wurden vergleichende Untersuchungen zwischen frischer un- 
fixierter und ciacciofixierter Leber angestellt. Es ergab sich folgendes: 

Tabelle 8. 

Material Ausziehbarer Phosphor  Nichtausziehbarer  Gesamtphosphor  
als PpO~ Phosphor  als PzO~ als P~O~ 

~rische unfixierte 
Leber 

Ciacciofixierte Leber 

Alkoholauszug 9,06 
Organischer PpO~ 

Alkoholauszug 2,92 
Unfixierter organi- 

scher P~O~ 

Organ 1t,46 
Anorganischer PzO 5 

Organ 13,39 
Fixierter organi- 
scher-~anorgani- 

scher P~O 5 
Verlust durch die Kaliumbichromatbader: 4,21 = 20 %. 

20,52 

16,31 

Der Gehalt der frischen Leber an organischem Phosphor, also vor- 
wiegend Lipoidphosphor, betrug 9,06 rag. Der Gehal~ an anorganischem 
Phosphor 11,46 mg. 

In der ciacciofixierten Leber waren 2,92 mg organischen Phosphors 
unfixiert geblieben. Nichtextrahierbar waren 13,39 mg. Diese se~zen 
sich zusammen aus dem anorganischen Phosphor und dem durch das 
Ciaccio-Verfahren in eine alkoholunl6sliche Form fibergeffihrten organi- 
schen Phosphor. Es ware nun leicht, einen genauen Wert fiir den ge- 
samten fixierten organischen Phosphor anzugeben, wenn uns nich~ ver- 
borgen bliebe, wie sich der in die Kaliumbichromatb/~der iibergegangene 
Phosphor auf organischen und anorganischen verteilt. Wir haben oben 
erkl/~rt, warum dieseFeststellung undurchfiihrbar war. Um nun zu einiger- 
maBen brauchbaren Wr zu kommen, mfissen wir der folgenden, Be- 
rechnung zwei MSglichkeiten zugrunde ]egen. Machen wit zuerst die un- 
wahrscheinliche Annahme, da$ der gesamte in die Chromb~der fiber- 
gegangene Phosphor anorganischer Herkunft ist, so ergib~ sich folgendes : 
In der Ciaccio-Leber mul~ sich der gesam~e organische Phosphor des 
frischen Organs linden mit Ausnahme des durch die Alkoholextraktion 
entzogenen organischen Phosphors. Das waren in unserem Falle 9,06 mg 
PpO 5 (Gehal~ der frischen Leber an organischem Phosphor), weniger 
2,92 mg PpO~ (ausgezogener organischer PpOa aus ciacciofixiertem Organ) 
=-6,14rag P205 oder 67,3%. Es waren also nur 67,3% organischen 
Phosphors als fixieri zu betrachten. 

Im zwei~en Falle machen wir die Annahme, gag anorganischer und 
organischer Phosphor im u des Gehaltes der frischen Leber an 
anorganischem und organischem Phosphor in die Chrombader fiber- 
gegangen sind. Da der Verlust an Gesamtphosphor 20 % betrug, mii$ten 
sowoh120 % des organischen wie 20 % des anorganischen Phosphors in die 
Kaliumbichromatb/~der fibergegangen sein. Der Gehalt der frischen 
Leber an organischem Phosphor betrug 9,06 mg PpO 5 pro 1 g Organ. 
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20% dieses Gehaltes, die in den Kaliumbichromatbgdern verlorengehen, 
sind 1,81 mg P~Os. Bei Subtraktion dieser Menge yon 9,06 ergibt 
sich ein Wert yon 7,25 mg PeO~ tiir den Gehalt der Ciaccio-Leber 
an organischem Phosphor. Diese 7,25 mg P~O~ mfissen noch um die 
2,92 mg P205 betragende Menge des aus der Ciaccio-Leber extrahierten 
organischen Phosphors vermindert werden, um den Gehalt der Ciaccio- 
Leber an tats~chlich fixiertem organischem Phosphor mit 4,33 mg P205 
pro 1 g Organ zu bestimmen, d. h. 47,8 % des organischen Phosphors der 
frischen Leber. 

Wir mugten aus den oben angeffihrten Grfinden eine sicherlich nicht 
v6Itig beffiedigende l~echnung zugrunde legen und finden dann zur Be- 
antwortung der ersten, yon uns gestellten Frage, dab in ciacciofixierten 
Organen nur noch 80% des Phosphorgehaltes der frischen Leber vor- 
handen sind. 20 % des Gesamtphosphorgeheltes werden durch die Chrom- 
bgder ausgezogen. Von diesem 80 % betragenden Gesamtphosphorgehalt., 
der nach Ciaccio Iixierten Leber werden, je nachdem wieviel org~nischer 
Phosphor in die Kaliumbichromatbgder fibergeht, etwa 46,6% bis 
hSchstens 67,3 % des organischen Phosphors der Fixationswirkung, Me 
sie yon Ciaccio angenommen wird, unterliegen. 

Extraktionswirkung der bei der Organeinbettung angewandten organischen 
LiisungsmRtel Alkohol und XyloL 

Die vorstehenden Ergebnisse fiber die ~Fixationswirkung der Chrom- 
verbindungen beziehen sich auf Organe, die nut mit den Ciaccio-Flfissig- 
keiten I und II  behandelt worden waren. Die im normalen Gang der 
Ciaccio-Behandlung folgende Einwirkung yon Alkohol und Xylol war 
mit der obenerw~hnten Begrfindung fortgelassen und dutch eine 
Soxhletextraktion mit heiBem Alkohol ersetzt worden. Daher mul~te 
jetzg festgestellt werden, welche Verluste an Gesamtphesphor dutch den 
normalen Weg der Methode yon der Chromfixierung bis zur Xylol- 
behandlung im Vergleich zu frischer Leber entstehen. Die Prfifung 
zeigte, dag vSllig ciacciobehandelte Leber nut noch 70 % des in der frischen 
Leber vorhandenen Gesamtphosphors enthielt, dab somit 30% des Ge- 
sam~phosphors dutch den volls~gndigen Ciaccio-ProzeB entfernt sein 
muBten. Mit dem Gehalt der ciaccio/ixierten Leber verglichen, der 
80% der frischen Leber betrug, ergibt sich, dab durch die organischen 
LSsungsmittel (Alkohol, Xylol), deren Anwendung bei tier Organein- 
bettung notwendig ist, 10 % des Gesamtphosphors ausgezogen werden. 

Bei der ~echnischen Schwierigkeit der Untersuchungen am Organ 
im Gegensatz zur Prfifung an der chemischen Reinsubstanz wurden 
die einze]nen Abschnitte der Organuntersuchungen in verschiedenen 
paralleI laufenden Ana]ysen an den Lebern von 4 Kaninchen geprfift. 
NaturgemgB schwanken die gefundenen Werte der einzelnen Fglle in 
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individueilen Grenzen. Die im folgenden angefiihrten Analysen stellen 
Mittelwerte dar, die Prozentzahlen unserer Beispiele sind also aueh nut 
als mittlere Werte zu betrachten. Es konnte in den Untersuchungen 
naehgewiesen werden, dal~ die Menge des dureh die organischen LSsungs- 
mittel aus Kalfinehenleber ausziehbaren Phosphors zwisehen 5% und 
20 % schwankt. In dem yon uns als Beispiel angefiihrten Falle betr~gt die 
Menge des mit organischen L5sungsmitteln -- wie sie im histo]ogischen 
Verfahren angewendet werden -- extrahierbaren Phosphors 10 %. 

Nachdem durch die vorstehenden Untersuehungen festgestellt worden 
war, da~ w~hrend der Ciaccio-Behandlung 5--20 % des in einer Leber 
vorhandenen Phosphors dureh die bei der Organeinbettung angewandten 
organischen LSsungsmittel entzogen werden, wurde untersucht, wie sich 
dieser Prozentsatz auf die einzelnen Behandlungssabsehnitte der AlkohoI- 
Xylolreihe verteilt. Als wesentliches Ergebnis ist zu betraehten, dal~ 
sieh der bei weitem grSl~te Antei] des ausgezogenen Phosphors in der auf- 
steigenden Alkoholreihe nachweisen lie~, w~hrend sieh in dem Xylol 
entweder kein oder nur Spuren Phosphor finden. Von dem in dem 
untersuchten Fall 17,2 mg betragenden Gesamtgehalt der Ciaccio-Leber 
naeh der Chrombehandlung und der Waschung mit Wasser wurden 
dutch die ]5sende Wirkung der steigenden Alkoholreihe 2,9 mg pro 
1 g Organ, d.h.  16,8% des Gesamtphosphors entfernt. In den an- 
sehliel~enden B~dern (Alkoholxylol und Xylol) konnte kein Phosphor 
mehr nachgewiesen werden. 

Beschreibung der Versuche zur Fixationswirkung des Ciaccio-Verfahrens. 

I. Chromfixierung nach Ciaccio ohne Alkoholxylolbehandlun~. 
Die Arbeitsmethode bestand in eifler Extraktion yon ffischer und 

eiacciofixierter Leber mit Alkohol. Dutch Extraktion mit Alkohol war 
eine Trennung yon anorganischem und organischem Phosphor bei den 
angefiihrten Organen zu erreichen. Die Ergebnisse der Extraktion 
wurden dann untereinander vergliehen. Die Bestimmung geschah in 
jedem Falle so, dab die Leberstiieke im V~acuum bei der Siedetemperatur 
des Chloroforms getrocknet und naeh dem Troeknen gepulvert wurden. 
Eine gewogene Menge des Leberpulvers wurde sodann mit Alkohol 
14 Stunden lang im Soxhlet ausgezogen. Dieses Vorgehen .bot  Gew~hr 
dafiir, dab der Alkoholauszug den gesamten organiseh gebundenen 
Phosphor enthielt. Der anorganische Phosphor blieb a]s alkoholunlSs- 
lieh im Extraktionspulver zuriiek und war daraus durch Veraschung fest- 
zustellen. Die Summe des im Auszug und des im Rfickstand geflmdenen 
Phosphors ergab den Gehatt der verschiedenen Lebern an Gesamtphos- 
phor. Die Einwagen ffir die Extraktionen wie aueh f~r d~e Bestimmung 
des nichtausziehbaren Phosphors aus ~dem extrahierten Organpulver 
waren jedesmal verschieden. Die erhaltenen Einzelergebnisse wurden 
zum Vergleieh untereinander stets auf 1 g Trockenorgan umgerechnet. 

Virehows Archiv. Bd, 270, 26 
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1. Untersuchung /rischer Leber. 
a) Bestimmung des organischen Phosphors aus dem Extr~kt. 
Von einer frischen Leber wurden nach dem Trocknen und Pulvern 2,5 g 

eingewogen und extrahiert. Der Auszug wurde auf 250 ccm au~gefiillt. Davon 
wurden 25 ccm verascht, neutralisiert und 
wurde zur Bestimmung verwendet. 

Ablesungsmittel: 13,2; 
P~Os-Faktor: 0,0227; 
gefunden: 22,7 mg P~O 5. 
Ablesungsmittel: 13,3; 
P~Os-Faktor: 0,0226; 
gefunden: 22,6 mg P205. 

uuf 100 ecru aufgeffillt. 1 ccm hiervon 

bei Vergleichsstellung: 10; 
Verdfinnung: 10- und 100fach; 

bei Vergleichsstellung: 10; 
Verdfinnung: 10- und 100lath; 

Bei Umrechnung auf 1 g ergibt sich als Mittel aus beiden Bes~immungen 
ein Geha]t des Alkoholextraktes yon 9,06 mg P205- 

b) ]3estimmung des anorganisohen Phosphors aus dem Rfickstand. 
Von dem nach der Alkoholextraktion im Vakuum getrockneten Leberpulver 

wurden 0,1527 g zur Veraschung eingewogen. Nach Veraschung und Neutralisation 
wurde auf 100 ccm aufgeffillt und davon 1,5 corn zur Bestimmung en~nommen. 

Ablesungsmitteh 11,7; bei Vergleichsstellung: 10; 
P~Q-Faktor: 0,0259; Verdfinnung: 66,6fach; 
gefunden: 1,73 mg P~05. 
Ablesungsmitteh 11,4; bei Vergleichss~ellung: 10; 
P~Q-Faktor: 0,0263; Verdfinnung: 66,6fach; 
gefunden: 1,75 mg P20~. 

Bei Umrechnung auf 1 g ergibt sich als Mittel aus beiden Bestimmungen 
11,46 mg P~O 5. 

2. Untersuchung Ciaccio]ixierter Leber. 
a) Bestimmung des organischen Phosphors aus dem Ex~rakt. 
2,23g getrocknetes Ciaccioleberpulver wurden 14 S~unden mit Alkohol 

ausgezogen, der Extrakt auf 250 corn gebraoht, d~von 25 ccm verascht und nach 
dem l~eutralisieren auf 100 ccm aufgeffi!lt. Daraus wurden 2mal je 5 corn zur 
Besfimmung entnommen. 

Ablesungsmittel: 9,1 ; bei Vergleichsstellung: 10; 
P2Os-Faktor: 0,0330; Verdfinnung: 10- und 20fach; 
gefunden: 6,60 mg P~O 5. 
Ablesungsmittel: 9,3; bei Vergleichsstellung: 10; 
P~Q-Faktor: 0,0322; Verdfinnung: 10- und 20Iach ; 
gefunden: 6,44 mg P205. 

Aus 1 g Ciaccioteber waren mit Alkohol ausziehbar 2,92 mg P205. 

b) Bestimmung des alkoholunlSslichen Phosphors aus dem l~fickstand. 
l~ach dem Trooknen im Vakuum wurden yon dem ausgezogenen Leberpulver 

0ill80 g zur Veraschung eingewogen. I~aoh dem I~eutralisieren wurde auf 250 ccm 
aufgefiillt und davon je 2mal 5 ccm zur Bestimmung entnommen. 

Ablesungsmittel: 9,6; bei Vergleichsstellung: 10; 
P~Os-Faktor: 0,0312; Verdfinnung: 50f~ch; 
gefunden: 1,56 rag P~O~. 
Ablesungsmitteh 9,4; bei Vergleichsstellung: 10; 
P~Os-Faktor: 0,0319; Verd/innung: 50 fach; 
gefunden: 1,59 mg P~O~. 

1 g des Riickstandes enthielt 13,39 mg P~O~. 
Die Zahlen geben rag P205 pro 1 g Trockenorgan an. 
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II. Chromfixierung bei vollst~indiger Ciacciobehandlung (einschliefllich der 
Alkohol-Xylol-Behandlung). 

Von dem ciaeciobehandelten Organpulver wurden 0,2602 g im Kjeldahl- 
Kolben verascht, neutralisiert und auf 100 ccm aufgeftillt. 10 ccm hiervon wurden 
auf 75 cem verdiinnt und davon 2mal je 5 ccm zur Bestimmung verwendet. 

Ablesungsmittel: 12,1; bci Vergleiehsstellung: 10; 
P~O~-Faktor: 0,0248; Verdfinnung: 10- und 15fach; 
gefunden: 3,72 mg P.>05. 
Ablesungsmittel: 12,4; bei Vergleichsstellung: 10; 
PpOs-Faktor: 0,0242; Verdfinnung: 10- und 15fach; 
gefunden: 3,63 mg P~05. 

Mittel aus beiden Bestimmungen 3,68 mg P~O 5. Daraus ergibt sich ffir 1 g 
Ciaecioleber an fixiertem Gesamtphosphor 0,0143 g P205. 

IIL Phosphorgehalt der ilkohol-Xylol-Reihe. 
Die aus 3,53 g Ciaccio-behandelter Leberstficke stammenden LSsungsmittel 

- -  Alkohol, Alkohol-Xylol und Xylol - -  wurden jedes fiir sich auf Phosphorgehalt 
analysiert. 

1. Phosphorgehalt der Alkohol]raktion. 
Die alkoholisehe L6sung, die intensiv nach Lecithin roch, umfal~te 295 cem, 

yon denen 50 cem getrocknet, veraseht, neutralisiert und auf 75 cem auigefiillt 
wurde. Dieser LSsung wurden einmal 3 und einmal 1 eem zur Bestimmung ent- 
nommen. 

Ablesungsmittel: 4,3; bei Vergleichsstellung: 10; 
PpOs-Faktor: 0,0700; Verdfinnung: 5,9- und 25fach; 
gefunden: 10,32 mg P~O~. 
Ablesungsmittel: i3,1; bei Vergleichsstellung: 10; 
PpOs-Faktor: 0,0229; Verdiinnung: 5,9- und 751ach; 
gefunden: 10,14 mg P205. 

Mittel aus beiden Bestimmungen 10,23 mg P205. Aus 1 g Ciaecioleber 
gingen in den Alkohol 2,9 mg PPQ. 

2. Phosphorffehalt tier Alkohol-Xylol/raktion. 
Die aus dem 2. Absehnitt der Ciacciobehandlung stammende Alkohol-Xylol- 

menge bestand aus 100 cem. Davon wurden 25 ccm verdamp~t, verascht, neutra- 
lisiert und auf 75 cem aufgeifillt. Auf Zusatz yon Stryehninreagens entstand 
weder mit 5 ccm noch mit 10 und 25 eem dieser L6sung eine Triibung. Es war also 
in diesem Anteil kein Phosphor mehr vorhanden. 

3. Phosphorgehalt der Xylol/raktion. 
Das yon der 3. Periode der Ciacciobehandlung kommende Xylol konnte 

erwartungsgem~B keinen Phosphor mehr enthalten. Dies best~tigte sich aueh 
bei der Verasehung des Rfickstandes aus 25 ccm, der im ganzen 96 ccm betragenden 
Xylolmenge. hTach dem Neutralisieren und Verdtinnen auf 75 ccm riefen 25 ecm 
davon keine Triibung des Stryehninreagens hervor. 

Nachweis yon Olsiiure als Spaltprodukt im Organ naeh  Ciaceiobehandlung. 

Chemismus des F~irbevorganges. 

Die soeben beschriebenen Absehni t te  der Organunte r suchung  h a t t e n  
die L6sung der Frage fiber die F ixa t ionswi rkung  der Ciaceiomethode 
gebracht .  I n  den folgenden Versuchen wurden  die im Organ nach der 
Ciaceiobehand]ung en t s tehenden  Spal tprodukte  zu bes t immen  versucht ,  
u m  dami t  e inen Hinweis auf den Chemismus des F~irbevorgangs zu ge- 

26* 
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winnen. Da als Spaltprodukt im Organ {)lsgure naehgewiesen wurde, 
die naeh den frtiheren Ausfiihrungen sowohl yore Lecithin als aueh yon 
unges/~ttigten Triglyeeriden stammen konnte, seheint uns dieses Ver- 
suebsergebnis als letztes, sehwerwiegendes Bewcisstiiek gegen die An- 
nahme einer spezifisehen Lipoidfgrbung yon Bedentung. 

Die Fgrbeversuehe von Reinsubstraten hatten den tlinweis gegeben, 
dab der Trgger der Ciaeeioreaktion der ungesgttigte Charakter des 01- 
s~urerestes sei, und bei der Ciaeeiobehandlung yon lecithinbeladenem 
I-Iolundermark wurde naehgewiesen, dal3 das Lecithin zum Teil wghrend 
der Behandlung in Fettsguren gespalten wird, yon denen die 01sgure 
charakterisiert werden konnte. Am trioleinbesehiekten Holundermark 
war gefunden worden, dab auch das Triolein naeh der Einwirkung der 
Ciaceioreagentien z.T. in t)lsgure and in deren Oxydationsprodukte 
iibergefiihrt wird. Es war nun zu untersuehen, ob sieh diese Befunde 
am Organ bestgtigten. Welm sieh aueh am Organ zeigen lieg, dab l)l- 
sgure als Spaltprodukt naeh der Ciaeeiobehandlung auftrat, so konnte 
die IJlsgure sowohl aus Leeithinen Ms aueh aus ungesgttigten Triglyee- 
riden stammen. Das Entscheidende dieser Untersuchungen ist darin zu 
sehen, daft es gelungen ist, in ciacciobehandelten Organen Olsdiure, abet 
kein unversehrtes Lecithin nachzuweisen. Diese Olsiiure ist sicherlich z. T. 
als Spaltprodulct des Lecithins zu betrachten. Zum anderen Teil jedoch 
entstammt sic Triglyceriden, die nachgewiesenermafien durch alas Ciaccio- 
ver/ahren nicht anniihernd restlos ent/ernt werden. 

Bei der Durchfiihrung der Untersuehung gingen wit yon Iolgender 
Uberlegung aus. Das Ciaeeioverfahren besteht im wesentlichen in einer 
Beladung des behandelten Organs mit Chromverbindungen. Wie ein- 
gangs bewiesen, bringt allein die Chroml6sung I, die 3 wertiges Chrom 
enthglt, die chromierende Wirkung hervor. Dieses 3 wertige Chrom, das 
in der Essigsgure und Ameisensgure enthaltenden LSsung als Aeetat bzw. 
Formiat zur Einwirkung gelangt, bildet mit den im Organ schon vorhan- 
denen 15slichen Salzen and den erst wghrend der Behandlung abgespal- 
tenen Sguren, je nachdem, ob im Gewebe schwach saute oder schwach 
alkalische Reaktion vorwaltet, unl6sliehe, neutrale oder basisehe Chrom- 
salze. Auch die Bildung yon unl6slichen Komplexsalzen ist bei der grogen 
Anzahl der vorhandenen Stoffe anzunehmen, ebenso die Entstehung yon 
Chromadsorptionsverbindungen. Um die an diesen versehiedenen Chrom- 
verhindungen hgngenden Fettanteile wieder ffeizulegen, muBten Mineral- 
sguren (z. B. Salzs~ure) angewandt werden, und die auf diese Weise 
vom Chrom getrennten Fettstolfe mul3ten dutch J~ther ausziehbar sein. 

Besehreibung der Versuehe. 
Ciacciobehandelte Leber wurde durch Trocknen im Exsiceator yon 

Xylolresten abgesaugt und im MSrser gepulvert. 6,4 g davon wurden 
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mit 220 ccm 2proz. Salzs~ure fibergossen und auf dem Wasserbade 
so lange erw~rmt, bis die anfangs nicht benetzbaren, oben schwimmenden 
Organfloeken sich entf~rbten, untersanken und die Fliissigkeit infolge 
der AuflSsung des Chroms griine F~rbung annahm. Nach dem Ab- 
kiihlen wurde 3ram ausge~thert, die ~therische LSsung mit Natrium- 
Sulfat getroeknet, und der Xther abdestilliert. Es hinterblieb ein gelb- 
fiches ()l, das naeh dem Absaugen der Xtherreste im Exsieeator 
KrystMle ausschied. Der erhMtene Riickstand war unlSslich in Wasser, 
15ste sich aber vSllig klar in Soda, wodurch die Anwesenheit yon S~uren 
erwiesen war. Unversehrtes Lecithin ]connte nicht /estgestellt werden. 
Es h~tte sich durch seinen charakteristischen Geruch und dureh sein 
hohes QuellungsvermSgen im Wasser oder in der SodalSsung als Trfi- 
bung verraten miissen. Ebensowenig konnten phosphorhaltige Spalt- 
produkte des Lecithins in einer Probe des Xtherrfickstandes naeh Ver- 
aschung mit Schwefel- und Salpeters~ure und Priifung rait Stryehnin- 
reagens naehgewiesen werden. Dagegen ergab die LSsung des 01es in 
Soda nach dem Ansguern mit Essigsi~ure auf Zusatz yon Bleiacetat einen 
Niederschlag yon fettsaurem Blei, eine andere Probe mit Kupferacetat 
in essigsaurer LSsung einen grfinen Niederschlag yon fettsaurem Kupfer. 

Zur n~heren Charakterisierung der vorliegenden Fettsguren wurden 
nochmMs 3 g Ciaceioleber derselben Behandlung unterzogen. Ein Teil 
yore Verdampfungsriickstand des Atherauszuges wurde wieder in Xther 
gelSst und verdiinnte, gtherische BromlSsung hi.nzugetropft. Es trat 
sofort Entf~rbung ein, ohne Bromwasserstoffentwieklung, ein Beweis, 
dal~ unges~ttigte Situren vorliegen mul3ten. Ebenso wurde verdiinnte, 
schwefelsaure KaliumpermanganatlSsung in der Kglte sofort entfi~rbt. 
Dies war ein weiterer Beweis da/iir, daft mindestens ein Teil der gewonne- 
nen S~iuren unges~ittigten Chara]cter haben mi~sse, daft also Olsgure vor. 
handen war. 

Welche Schlu~folgerungen ergeben sich fiir die Yerwendung der 
Ciacciomethode in der histologischen Technik? 

Wir mfissen es nach dem Ergebnis unserer Untersuchungen als fest- 
stehend betrachten, da{~ die Ciacciomethode auch unter EinhMtung 
genauester methodischer Vorschriften eine Spezifit~.t zum Nachweis 
bestimmter Fettstoffe, insbesondere der Lipoide, nicht besitzt. Die 
Ansieht Ciaccios, da~ die Chromb~der eine starke Wirkung auf die 
Lipoidstoffe ausfiben, konnte yon uns weitestgehend best~tigt werden. 
Soll jedoch das Verfahren zur Lipoidbestimmung geeignet sein, so mii~te 
die Ann~hme Ciaecios zutreffen, dM~ alle iibrigen Fettstoffe, aul~er den 
Lipoiden, entfernt werden. Diese Annahme trifle, wie einwandfrei 
gezeigt werden konnte, nicht zu. Somit ist ffir die Beurteflung des 
Verfahrens unser Nachweis entscheidend, dal~ die Stoffe, die nicht zu 
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den Lipoiden z~hlen, w~hrend des Verfahrens nut  teilweise entfernt 
werden, also bei der Sudanfgrbung mitgefgrbt werden. 

Fi~r die morphologische Betrachtung muff man daher beachten, daft 
die ,,eiacciopositiven FettstoMe" ein Gemisch yon Fetten ungesiittigten 
Chara#ters darstellen. 

ZusammenNssung. 
Wiederholen wir nunmehr zum AbschluB in kurzen Zfigen das Er- 

gebnis der verschiedenenUntersuchungsreihen, so war es unser Bestreben, 
dutch exakte Versuchsbedingungen ein m6glichst I/ickenloses Bild der 
yon Ciaccio zum Lipoidnaehweis angegebenen Methode zu Hefern. Es 
geschah dies nicht nur wegen der Bedeutung, die dieser Methode zu- 
gemessen wird, wie aus zahllosen Arbeiten ersichtlich ist, sondern 
am zu zeigen, welche Vorbedingungen zu erfiitlen sind, urn die 
Leistungsfi~higkeit einer histochemischen Methode  zum Nachweis 
bestimmter chemischer Stoffe zu priifen. Die Priifung der Ciaccio- 
methode und die hierbei gewonnenen Ergebnisse betmchten wk' als 
wesentliehe Stiitze unserer schon frfiher dargelegten Anschauungen, 
daft die histochemischen Fett[iirbever/ahren zur Unterscheidung be- 
stimmter, chemisch abgrenzbarer FettstoHe als unbrauchbar abzulehnen 
sin& Exakte Priifungsbedingungen erblicken wir in der histoehemischen 
Priifung der Reinsubstanz und in der chemischen OrgananMyse. Ffir 
die histochemisehe prfifung der Reinsubstanz empfehlen wit die yon 
uns angewundte Holundermarkmethode, yon deren Brauehbarkeit uns 
die chemische Vergleichsuntersuchung /iberzeugt hat. Wit konnten 
nachweisen, dab bei dem yon uns empfohlenen Aufsaugeverfahren die 
Mischungsbestandtefle der verwendeten Fettmischung in das Holunder- 
mark eingehen. 

Die Ciacciomethode stfitzt sich auf die Tats~che, dag ChromsMze mit 
Leeithinen chemische Verbindungen eingehen. Die Lipoide sollen durch 
Fixation mit Chroms~lzen in organischen L6sungsmitteln (Alkohol, 
Xylol) untSslich werden, Wghrend diese L6sungsmittel die nicht ehro- 
mierten Fettstoffe, also die Nichtlipoide nach Ciaccio ausziehen sollen. 

Von der Tatsache ausgehend, dal~ nnr 3wertiges, griines Chrom 
chromierend wirken kann, konnten wir im Gegensatz zu den bisherigen 
Anschauungen zuerst feststellen, daft die chromierende Wirkung nut 
dem Chrom-Essigsiiure-Formaldehydgemisch zugesprochen werden lcann. 

Die yon Ciaccio an l%einsubstanzen im Zigarettenpapierversuch er- 
hobenen Befunde, welche die Grundluge seiner Anschauung bilden, dab 
die yon ibm angegebene Methode zum Naehweis der Lipoide spezifisch 
sei, mugten wir ablehnen. Der Zigarettenpapierversuch ist unbrauchbar 
und es gelingt miihelos, dttrch _~nderung des Priifungsverfahrens ggnz- 
lich undere Fgrbeergebnisse zu erzielen. 
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Nach einer yon uns als zweckm/~Big befundenen und empfohlenen 
Priifung in 3--5 mm dicken Holundermarkstiicken konnten wir fest- 
stellen, dab s~imtliche Fettsto//e mit Ausnahme der gesiittigten Triglyceride 
nach Ciaccio fiirbbar sind. 

Nach unseren durch das Ciaccioverfahren gewonnenen ~ rbee rgeb -  
nissen wird eine EinteiIung der Fettstoffe in chromophile (Stoffe mi$ 
Lfickenbindung, 01sgure, Triolein, Lecithin und Cholesterin61sgureester, 
ganz allgemein ()lsgure und ihre Verbindungen) und chromophobe 
(ges~ttigte organische Stoffe, Stearinsgure, Stearinsgureester, Palmitin, 
Palmitinsgureester und Cholesterin) vorgeschlagen. 

Triiger der Ciaccioreaktion sind siimtliche tzettsto//e mit ungesgittigten 
t'ett~gureresten. Es gelingt daher nicht, eine Scheidung yon 8ogenannten 
Lipoiden und unges~ittigten Neutral/etten herbeizu/i~hren. 

Um unseren Ergebnissen eine breitere Grundlage zu geben, haben wit 
versuch~, den Ciaccioprozel~ an der Reinsubstanz und am Organ chemisch 
zu erfassen. Wit haben zuerst die Frage beantwortet, welche Mengen yon 
Lipoiden im Modellversuche und im Organ dutch das Ciaccioverfahren 
Iixiert werden, und weiterhin den fiir die Beurteilung der Methode ent- 
scheidenden Nachweis erbracht, dab Stoffe, die nicht zu den Lipoiden im 
Sinne Ciaccios geh6ren, w~hrend des Verfahrens nur teilweise entfernt 
werden. Wir konnten am Modellversuche zeigen, dab yon einer bestimm- 
ten Lecithinmenge nur etwa 62--67 % durch die Kaliumbichromatb~der 
fixiert werden. Von einer bestimmten Trioleinmenge werden im Modell- 
versuche nur 47% beim Ciaccioverfahren durch die organischen 
L6sungsmittel entfernt. Die fibrigen 53% bleiben zurfick, spalten teil- 
weise 01s~ure ab und ergeben somit nach Ciaccio, positive F~rbungen. 
Es ist also eine irrige Annahme, daI~ Stoffe, die nicht zur sogenannten 
Gruppe der Lipoide z~hlen, w~hrend des Verfahrens entfernt werden. 
Nachdem dieser Nachweis einwandfrei gelungen ist, diirfen w i r e s  als 
nicht mehr anggngig bezeichnen, der Methode eine Bedeutung zur Unter- 
scheidung bestimmter Fettstoffe zuzusprechen. 

Lecithin spaltet wghrend der Ciacciobehandlung 01s~ure ab, die fiir 
den positiven F~rbeaus~all verantwortlich ist. 

An ciacciobehandelten Organen gelang der Nachweis, dab allein 
durch die KaliumbichromatbKder 20% des Gesamtphosphors entfern$ 
werden. Im Organ werden 47,8--67,3 % des organisch gebundenen 
Phosphors, also vorwiegend des Lecithinphosphors, durch das Ciacci0- 
verfahren fixiert. Die zur Anwendung geIangende aufsteigende Alkohol- 
reihe entfernt bis zu 20 % des Gesamtphosphors. 

Auch im ciacciobehandelten Organ ist der Nachweis yon ()lsgure als 
Spaltprodukt gelungen. I)iese kann sowohl yon Lecithin als auch yon un- 
ges~ttigten FettstoHen stammen. Die Ciaccio-Methode ist somit nicht 
als spezifisches Lipoidnachweisverfahren zu betrachten. Positiver Aus- 
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fa l l  de r  C iacc io fg rbung  sp r i ch t  n u r  fiir  das  V o r h ~ n d e n s e i n  u n g e s ~ t t i g t e r  

F e t t s t o f f e  m i t  d e m  R e s t  e iner  u n g e s g t t i g t e n  F e t t s ~ u r e .  E i n e  A n h ~ u f u n g  

c i aec io fg rbba re r  F e t t s t o f f e  i m  Gewebe  dar f  n i e h t  als G r a d m e s s e r  fiir  das  

V o r h a n d e n s e i n  y o n  s o g e n a n n t e n  , , L i p o i d e n "  v e r w e r t e t  werden .  

Be i  w e i t e r e r  V e r w e n d u n g  de r  M e t h o d e  dar f  k e i n  Zwei fe l  da r i ibe r  

he r r s ehen ,  daft die ciacciopositiven FettstoNe ein Gemisch yon Fettsto//en 
ungesiittigten Charalcters darstellten. Eine Abgrenzung einer bestimmten 
Gruppe yon Fettsto//en durch die Methode ist nicht mSglich. 
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