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Uberblickt man die Reihe der Hilfsmittel, die zum Nachweis von
Fetten und Lipoiden im Gewebe zur Verfiigung stehen, so sind bisher
die histochemischen Methoden fiir die morphologische Betrachtung von
ausschlaggebender Bedeutung gewesen.

Wir haben schon in mehreren Arbeiten auf die grundlegenden Mén-
gel hingewiesen, die diesen Methoden anbaften. Neben der von uns er-
wiesenen Unzuldnglichkeit der zur Verfiigung stehenden Férbeverfahren
zur Differenzierung einzelner Fettgruppen, also zur chemischen Identifi-
zierung wirkt stérend, dafl der Ausfall der Farbreaktionen in entschei-
dender Weise von dem wechselnden physikalisch-chemischen Zustande
der Fettstoffe im Organe abhingig ist. Wir konnten selber nach Unter-
suchungen iiber den Ablauf des Fettstoffwechsels im menschlichen und
tierischen Corpus Iuteum auf die Abhingigkeit des positiven oder nega-
tiven Ausfalles einer Fetifdrbung im Gewebe von dem jeweiligen Funktions-
zustande des betreffendenOrgans aufmerksam machen. Da wir {iber weitere
erginzende Untersuchungen in Kirze berichten werden, begniigen wir
uns mit diesem Hinweis.

Unsere Kenntnisse iiber die physico-chemischen Zustandsinde-
rungen der Fettstoffe im Gewebe sind vollig lickenhaft. Die Versuche,
mit Hilfe fraktionierter Hxtraktionen einen Einblick zu gewinnen,
stehen im Anfangsstadium und ihre Ergebnisse sind nur mit grofler Vor-
sicht zu werten (s. auch S. 369).

Bei den Untersuchungen, die wir zur Klidrung der Frage der Spezifi-
tit der einzelnen histochemischen Fettdifferenzierungsverfahren an-
stellten, gingen wir von der Untersuchung der reinen chemischen Stoffe
aus. Neben der Prifung einzelner ungemischter Fettstoffe wurde das
Hauptgewicht auf die HErgebnisse der Farbungen an zahlrejchen Mi-

1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft
Deutscher Wissenschaft durchgefiihrt.
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schungen der verschiedensten Fettstoffe gelegt, da wir im Gewebs-
schnitt stets mit zusammengesetzten Fettgemischen zu rechnen haben.
Wir konnten nachweisen, dafl die am Gefrierschnitt durchfithrbaren
Unterscheidungsverfahren in ihrer Mehrzahl bei Prifungen an Fett-
mischungen versagen und somit fir eine Gruppenunterscheidung der
Fetistoffe im Gewebe unbrauchbar sind.

Es ist im Anschlufl an unsere fritheren Unfersuchungsergebnisse von
verschiedenen Seiten die Frage des bleibenden Wertes der histochemischen
Fettdifferenzierungsverfahren erortert worden. Die Methoden haben
ohne Zweifel nur deshalb eine so groBe Verbreitung gefunden, weil man
glaubte, mit ihnen einen Einblick in den physiologischen und patho-
logischen Zellchemismus gewinnen zu kénnen. Nach unseren Unter-
suchungen sind alle Versuche, aus dem Ausfall der Fiarbungen auf die
Anwesenheit chemisch bestimmter Kérper zu schlieBen, véllig abzulehnen.
Wolff und Frankenthal sprechen davon, da durch das Ergebnis unserer
Untersuchungen ,,der Histochemie der Fettstoffe das Todesurteil ge-
sprochen sei”. Wenn Wolff und Frankenthal das Urteil ,,als zu weit ge-
gangen‘* einschrinken, so begriinden sie diese Meinung mit Forderungen
an den Ausbau der Methodik, die bis heute unerfiillt sind. Die weitere
Erforschung der Férbevorginge liberzeugt immer mehr von dem zweifel-
haften Wert der Unterscheidungsmethoden. Wir glauben, dafl auch durch
die Zuhilfenahme anderer Untersuchungsmethoden, wie die Ergebnisse
chemischer Analysen schon heute zeigen, keine Anderung unseres Utr-
teils herbeigefithrt wird.

Wir selber haben (im Institut von Herrn Prof. Robert Meyer) die An-
wendung der Differenzierungsverfahren verlassen und begniigen uns
mit der Sudanfirbung, der eine iiberragende praktische Bedeutung zur
mikroskopischen Darstellung von Fettstoffen itberhaupt zuzusprechen
ist (s. auch Romeis, Froboese).

Um unseren Untersuchungsergebnissen eine breitere Grundlage zu
geben und gleichzeitig jeden Zweifel an der Exaktheit der von uns
gewahlten Priifungsbedingungen auszuschalten, haben wir unsere
Arbeiten fortgefithrt. Die weiteren Versuche wurden gleichzeitig zu
einer Priifung der Brauchbarkeit des von Ciaccio zum Nachweis von
Lipoiden im (lewebe angegebenen Verfahrens benutzt. Wir haben uns ins-
besondere dieses Farbverfahren ausgewihlt, weil ihm bei Innehaltung ge-
wisser methodischer Vorschriften eine Spezifitit fiir die Darstellung der
. Lipoide im engeren Sinne* zugesprochen wird, und es allgemeine Ver-
breitung gefunden hat. Ciaccio selbst fafit unter den durch seine
Methode nachweisbaren ,,Lipoiden im engeren Sinne‘¢ gesittigte und
ungesattigte Phosphatide, also Lecithine, Kephaline, Myeline, Sphyngo-
myeline, ferner Mischungen von reinem und verestertem Cholesterin mit
Olsdure zusammen. Die Untersuchungen von Bell, Bocchi, Fouré-Frémiet

24%*
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und Hoffheinz lassen gewisse Zweifel an der Spezifitit der Methode auf-
kommen. Doch kommt Hoffheinz, der sich wohl zuletzt eingehend mit
den Ergebnissen der Ciacciofirbung am Organschnitt beschiftigt hat,
— ohne allerdings chemische Vergleichsuntersuchungen anzustellen —
zu dem abschlieBenden Urteil, daB die Ciacciosche Firbemethode nur
unter Einhaltung bestimmter technischer Forderungen geeignet ist, als
eine sogenannte spezifische Lipoidfarbemethode bezeichnet zu werden.
Es miifite also immerhin bei peinlichster Innehaltung bestimmter me-
thodischer Bestimmungen gelingen, die ,,Lipoide** zu erfassen. Be-
stiinde die Annahme zu Recht, daBl die Ciacciofirbung fiir Lipoide
spezifisch ist, so miifite dieser Reaktion im Gegensatz zu allen anderen
Fettfarbeverfahren eine iiberragende Bedeutung bei der Untersuchung
des Lipoidstoffwechsels im Gewebe zuerkannt werden. Mit einer genauen
Priifung des Ciaccio-Verfahrens konnten weiterhin Beitrige zur Klarung
zahlreicher anderer fiir den histochemischen Fettnachweis bedeutsamer
Fragen erbracht werden und wir berichten iber die Ergebnisse dieser
Untersuchungen, die iiber den Rahmen einer rein methodologischen
Prifung des Ciaccio-Verfahrens hinaus von Bedeutung sein diirften.
Als Einleitung sei eine Charakterisierung der Ciaccio-Methode gegeben.
Dag Originelle des Verfahrens besteht in einer Behandlung mit
XKaliumbichromat, das eine elektive Fixationswirkung auf Lipoide aus-
itben soll. Die Lipoide sollen chromiert und dadurch in organischen
Lésungsmitteln (Alkohol, Xylol), deren Anwendung durch die Paraffin-
einbettung notwendig wird, unléslich werden. Hierdurch sollen sie der
nachfolgenden Sudanfirbung zuginglich sein, wihrend die nichtchro-
mierten Fettstoffe, die nicht zur Gruppe der Lipoide gehéren, durch die
Behandlung mit Alkohol aus dem Gewebe ausgezogen werden sollen.
Ciaccio selbst duflert sich iiber die Wirkung der Chromsalze folgender-
mafen: ,,Experimentell habe ich an Proben von reinen Fettstoffen ge-
sehen, daBl das Lecithin und verwandte Stoffe, zweckmafliig mit einera
Chromsalz behandelt, in den gewdthnlichen Fettlosungsmitteln unlos-
lich werden. Nicht im geringsten beeinfluft durch diese Behandlung
werden dagegen die Fettséiuren, die Neutralfette und das Cholesterin.
Diese Wirkung der Chromsalze auf die Lecithine wird durch Zusatz
von Formol und einer organischen Siure beschleunigt. Der Hauptpunkt
dieser Methode ist der, daB die mit Chromsalzen behandelten Lecithine
sich bequem mit den fiirr die Fette spezifischen Farben tingieren lassen.*
Es ergeben sich somit, wenn wir die Spezifitidt des Verfahrens priifen
wollen, folgende Fragestellungen.

A. Histochemischer Teil.
Welche Fettstoffe lassen sich bei Verwendung einer einwandfreien
Methodik nach Ciaccio farben ?
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B. Chemischer Teil.
L.
Werden die ,,Lipoide im engeren Sinne‘“ durch das Ciaccioverfahren,
also die Bebhandlung mit Kaliumbichromat, fixiert und in organischen
Losungsmitteln unléslich ¢

I1.

Werden die Fettstoffe, die nicht zu den Lipoiden zu rechnen sind,
bei dem Ciaccio-Verfahren aus dem Gewebe vollstindig entfernt und
dadurch der nachfolgenden Sudanfirbung entzogen ?

Wir weisen darauf hin, daB es bel dieser Betrachtung bedeutungslos ist, daB
die Ciaccio-Sudanfirbung im Gewebe anders ausfallt als die einfache Sudanfirbung.
Hoffheinz hat — wie andere Untersucher — gezeigt, daBl die Ciaccio-Lipoide sich
nicht bestandig mit der gewdhnlichen Sudanldsung farben lassen. Diese Befunde
werden durch die weit starkere Wirkung des beim Ciaccio-Verfahren in konzen-
trierter alkoholischer Losung (85%) verwandten Sudans ohne weiteres erklirt.
Fiir unsere Auffassung ist die Tatsache mafigebend, dal als Farbstoff Sudan ver-
wandt wird, dessen Loslichkeit in samtlichen Fettstoffen hinreichend bewiesen ist.

Erlaubt schon das Ergebnis jeder einzelnen Untersuchungsreihe eine

Entscheidung iiber den Wert der Methode zum spezifischen Lipoidnach-
weis, so haben wir uns bemiiht, durch die Ergebnisse der parallel lau-
fenden Untersuchungsergebnisse ein moglichst liickenloses Bild des zu
priifenden Verfahrens zu liefern.

Das grofte Sorgfalt und strenge Innehaltung oller methodischen Vor-
schriften erfordernde Verfahren zerfillt in mehrere Abschnitte, von denen
jeder einzelne kurz besprochen werden soll. Hieran kniipfen wir die Er-
orterung der chemischen bzw. physikalisch-chemischen Verhiltnisse.

1. Der erste Abschnitt der Ciaccio-Methode besteht in einer 48-
stiindigen Fixierung mit einer Losung, die aus 100 cem 5proz. Kalium-
bichromatlésung, 20 cem 40proz. Formaldehydlésung und 5 cem Eis-
essig zusammengesetzt ist. Bei der Herstellung dieser Fixierfliissigkeit
kann man einige Zeit nach dem Zusammengeben der Bestandteile be-
merken, daB die rotgelbe Farbe des Bichromats unter Reduktion in
Griin umschldgt. Dabei wird ein Teil des Formaldehyds durch das
Kaliumbichromat unter Mitwirkung von Essigsiure zu Ameigensiure
nach folgender Gleichung oxydiert:

H
3H- C<O + K,Cr,0, + 8 CH,COOH = 2 (CH,C00),Cr + 2 CH,CO0K

+ 3 HCOOH + 4£H,0.
Die nach dieser Gleichung entstandene Ameisensiure bewirkt wieder-
um mit dem Rest des Kaliumbichromats Oxydation des Formaldehyds
zu  Ameisensiiure:

H
3H- C<O + K,Cr,0, -+ 8 HCOOH = 2 (HC00),Cr + 2 HCOOK
+ 3HCOOH + 4 H,0.



364 C. Kaufmann und E. Lehmann:

wobei das Bichromat zu ameisensaurem Chrom reduziert wird. Bei
diesem Vorgang wird nur ein Teil des vorhandenen Formaldehyds ver-
braucht, denn bei Beriicksichtigung der Mengenverhiltnisse der bei
dieser Reaktion umgesetzten Stoffe ergibt sich, daB die in der Kalium-
bichromatlésung enthaltenen 5 g Bichromat 1,563 g Formaldehyd zu oxy-
dieren imstande sind, und dafl somit von der 8 g betragenden Formal-
dehydmenge noch 6,47 g zur Fixationswirkung tibrighleiben. Neben
der vom Formalin ausgehenden fixierenden Wirkung dieser Losung auf
das zu bearbeitende Organ kommt gleichzeitig die beizende Kraft durch
das essigsaure bzw. ameisensaure Chrom zur Geltung. Diese erste
Losung, der von Ctaccio in erster Linie eine fixierende Wirkung zuge-
- schrieben wird, iibt auf das Organ die stérkste Wirkung aus.

Die Chromierung des Lecithins durch die Ciacciolosung I stellen wir
uns folgendermafien vor: Nach den auf S.363 angestellten Uberlegungen
muf die Ciacciolosung I freie Essigsdure bzw. Ameisensdure enthalten.
Nun ist seit langem bekannt, dafl Lecithin unter der Wirkung von
Séuren langsam Phosphorsiure abspaltet, wobei es zunéichst den Choline.
teil verliert. Man mull demnach annehmen, dafl das Lecithin auch im
Gewebe durch die Ciacciolésung I in Cholin, Phosphorsiure und den
Glycerindifettsiureester zerfallt:

CH,+0+C0+Cyye Hyg CH,-0-C0-Cy;- Hy,
CH-0.C0-CyyHyy  +2H,0=CH.0.CO- Cyy+ Hys 1 HzPO, -+ CH, - CH,N(CH,),
CH,-0-P=0 CH,0H
(CHy), OH oH
HO CH,.CH, N
OH

Das Cholin wiirde als starke Base sofort einen Teil der Essig- bzw.
Ameisenséure binden und so die Aciditdt des Chrombades abschwéchen.
Der andere Teil der Sidure wird durch die basischen Gruppen der Ei-
weillstoffe neutralisiert, so dafl sich jetzt ein Niederschlag von grau-
grimem Chromphosphat bilden kann, ein Vorgang, der bei Gegenwart
freier Essig- und Ameisensiure nicht mdoglich ist. Der Glycerindifett-
séureester wird, solange die Losung noch sauer ist, wieder in Glycerin
und Fettsduren zerlegt, die dann gleichfalls Chromsalze bilden.

2. Abschnitt. BEs folgt nunmehr eine mehrtigige Behandlung mit
3proz. Kaliumbichromatlosung, der Ciaccio eine entscheidende Be-
deutung fiir die Chromierung der spéater zur Darstellung gelangenden
Fettstotfe beilegt. Nach 3—4tégigem Verweilen sollen Phosphatide
und Cerebroside, nach 6—7tigiger Chromierung mit dieser Lisung die
Verbindungen des Cholestering, nach lingerer als 7tigiger Chromierung
die Olssiure darstellbar sein. Merkwiirdigerweise ist es sowohl Ciaccio
als auch allen Untersuchern, die sich mit dem von Ciaccio angegebenen
Verfahren beschiiftigten, scheinbar véllig entgangen, dafl die zur Chro-
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‘mierung verwendete Kaliumbichromatlésung selbst bei langdauernder
Einwirkung auf fettreiche Organe keinerlei chemische Verinderungen
erfahrt. Es war fiir uns sehr auffillig, daf die Kaliumbichromatlésung
selbst nach langdauernder Einwirkung auf Organe ihre rotgelbe Farbe
unverdndert beibehielt.! Wir muBten daraus schlieBen, daf sie keine
chromierende Wirkung ausgeiibt haben konnte. Das durch seine gelb-
rote Farbe kenntliche 6 wertige Chrom des Kaliumbichromats kann als
solches keine chromierende Wirkung ausiiben. Die Chromierung kann
erst eintreten, wenn das gelbrote 6 wertige Chrom zum griinen 3 wertigen
Chrom reduziert worden ist. Eine solche Reduktion,; die an einer Um-
firbung in Griin zu erkennen ist, konnte aber niemals bei Einwirkung
der Kaliumbichromatlosung auf Organe beobachtet werden. Nach
dieser Erkenntnis muBiten wir annehmen, daB die chromierende Wir-
kung schon von der ersten Losung, also dem Formaldehyd-Chrom-Essig-
séure-Gemisch ausgegangen war. In dieser Annahme wurden wir da-
durch bestéirkt, daB die Organstiicke nach 48stiindiger Behandlung mit
der ersten griingefdrbten Losung, die dreiwertiges Chrom enthilt, durch
und durch graugriin gefirbt, also mit 3 wertigem Chrom beladen waren.
Die von Ciaccio und anderen Untersuchern an der Reinsubstanz, von
Hoffheinz am Organ erhobenen Befunde, da8 durch lingerdauerndes
Verweilen in der 3proz. Kaliumbichromatlésung eine Vermehrung der
nach Ciaccio darstellbaren Lipoide zu erzielen ist, sind so zu deuten, daB
das in den Organstiicken von der Behandlung mit der Losung Nr. I
zuriickgebliebene 3wertige Chrom linger einwirken kann und dadurch
mehr Fettstoffe chromiert. DaB das in der Lésung Nr. IT befindliche
6wertige Chrom fiir diesen Vorgang ohne Bedeutung ist, zeigt folgende
einfache Versuchsanordnung:

Wir legten Leberstiicke 48 Stunden lang in das Formaldehyd-
Chromacetat-Gemisch. Die Hilfte der Organstiicke wurde sodann
nach den Vorschriften Ciaccios in 3proz. Kaliumbichromatlosung, die
andere Hilfte in 4proz. Formalinlésung gelegt. Aus beiden Fliissig-
keiten wurden verschiedene Male nach gleichdauernder Einwirkung
Stiicke entnommen und nach der von Ctaccio angegebenen Anweisung
weiter behandelt. Es zeigte sich, daB sowohl in den nur mit Formalin
behandelten, als auch in den nach Ciaccio mit Kaliumbichromat be-
handelten Organstiicken die Menge der nach Ciaccio firbbaren Fett-
stoffe vollkommen gleich war, und daB auch die Schonheit der Firbung
durch die Versinderung des Verfahrens keinerlei EinbuBe erlitten hatte. Es
gelingt also, unter Ausschaltung der Nachbehandlung mit 3proz. Kalium-

! Schwache Griinfirbung der 3proz. Kaliumbichromatlosung wird durch
dreiwertiges Chrom bedingt, das den Organstiicken aus der 1. Losung (Kalium-
bichromat-Formaldehyd-Essigsiuregemisch) anhaftet. Wechselt man die 3proz.
Kaliumbichromatlésung nur einmal, so bleibt die Losung gelbrot.
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bichromatlésung eine ausgezeichnete Farbung nach Ciaccio zu erzielen.
— Weiterhin konnte in diesem Versuche die Tatsache bestitigt werden,
daB die Menge der farbbaren Fettstoffe mit der Dauer der Aufbewahrung
zunimmt, wobei ausdriicklich darauf hinzuweisen ist, dafB hierbei nur
der linger dauernden Einwirkung des im Organ befindlichen aus der
ersten Losung stammenden 3wertigen Chroms eine Bedeutung zukommt.

Uber die Wirkung der Chrombader ist zu sagen, da eine Fixation der
sogenannten Lipoide durch die Chrombehandlung nicht zu leugnen ist.
Es bleibt aber zu priifen, ob die Fixation die Lipoide vollsténdig erfaft.
Fiir die Frage der elektiven Erfassung der Lipoide im Qewebe — wie
sie Ciaccio annimmt — st jedoch won griferer Bedeutung, das die
nur schwer chromierbaren Feltstoffe durch die angewandien organischen
Lésungsmittel (Alkohol, Xylol) vollig eniferni werden. Der Wert der
Methode zum Nachweis von Lipoiden im Gewebe entscheidet sich mit
der Losung der Frage: Werden die Fettstoffe, die nicht zu den Lipoiden
zéhlen, wahrend des Ciaccio-Verfahrens aus den Organen restlos heraus-
geschafft oder nicht? Wenn es der Methode nicht gelingt, diese Fett-
stoffe zu beseitigen, so bleibt im Organ ein Gemisch von Lipoiden und
Nichtlipoiden zurtick, dessen Zusammensetzung bei der Nachfirbung
mit Sudan unméglich erkennbar ist.

Die nur schwer chromierbaren Fettstoffe miissen unbedingt aus dem
Organstiick entfernt werden, weil sie andernfalls bei der Farbung Sudan
ohne weiteres aufnehmen. Die Extraktion dieser Fettstoffe soll nach
Ciaccio durch die der Fixierung folgende Alkohol-Xylolbehandlung er-
reicht werden.

3. Abschnitt. Nach griindlichem Auswissern folgt die Behandlung
in der steigenden Alkoholreihe und in einem Alkohol-Xylolgemisch
und in Xylol. Da dieser Abschnitt der Behandlung, den wir zusammen-
fassen, fiir den Wert der Methode entscheidend ist, weisen wir nochmals
auf die Bedeutung folgender Frage hin: Werden im Verlaufe der Vor-
bereitung des Organs die nicht chromierbaren Fettstoffe (Triglyceride,
Cholesterin und seine Ester) durch die Alkohol-Xylolbehandlung restlos
entfernt oder nicht ?

Die Antwort, die Ciaccio auf diese Frage gibt, ersehen wir aus einer Zu-
sammenstellung seiner Férbeergebnisse an chemischen Reinsubstanzen.

Ciaceios Ergebnisse.

Wir verdanken folgende Zusammenstellung der Liebenswiirdigkeit
von Herrn Professor Ciaccio. ‘

»Fixation 48 Stunden in dem Kaliumbichromat-Formaldehyd-BEssigsiure-
gemisch. Chromierung in 3proz. Bichromat verschieden lange, Wissern 24 Stunden,
Losungsmittel.

Wir ersehen aus dieser Zusammenstellung, welchen ausschlaggeben-
den EinfluB die Dauer der Chrombehandlung ausiibt. Nach kurz-
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Fettstofie ! Ergebnisse gemidB der Chromierungsdauer
Glycerinester | negativ nach 6——7tigiger Chromierung
Cholesterinester (der Olsiure und der desgl.
Palmitinséure)
Palmitinséure desgl.
Stearinsdure desgl.
Olsaure desgl.
Olsgure -+ Cholesterin negativ nach 4—5tagiger Chromierung
positiv nach 7tagiger Chromierung
Olsiure -+ Cholesterinester desgl.

Ungesattigte Phosphatide (Eilecithin, | positiv nach einfacher Fixierung in der
Cephalin, Myelin, Cuorin und Sahidin) | Mischung Bichromat-Formaldehyd und
Essigstiure oder nach 1—2tagiger Chro-
mierung
Ungeséttigte Phosphatide und Chole-
sterin
Ungesittigte Phosphatide und Chole-
sterinester positive Ergebnisse nach Chromierung
Ungesattigte Phosphatide und gesit- von 2—4 Tagen
tigte Phosphatide
Ungesattigte Phosphatide und Cerebro-
side
Gesittigte Phosphatide (Sphingomye- | positiv nach 5tigiger Chromierung.®
lin, Neottin und Cerebrin)

dauernder Chromierung ergaben positive Farbungen ungesittigte und
gesittigte Phosphatide. Langdauernder Chromierung bediirfen die
Mischungen von Cholesterin und Olsiure! und von Cholesterinester
und Olssure, um in den organischen Lésungsmitteln unlsslich zu werden.

Negativen Firbeausfall erzielte Ciaccio bei Priifung der Fettsiuren
(sowohl der gesittigten wie der ungesdttigten/), ferner der Cholesterin-
und Glycerinester.

Entscheidend ist die Feststellung, dal nach 48stiindiger Behandlung
in dem Chrom-Essigsiure-Formaldehydgemisch und anschlieBender
Stégiger Aufbewahrung in der 3proz. Kaliumbichromatlosung eine
elektive Darstellung der Ciaccio-Lipoide moglich sein soll. Auf diese Tat-
sache stiitzt sich die Annahme einer clektiven Lipoidfirbung im Gewebe.

Die bisherigen methodologischen Nachpriifungen des Verfahrens an der
Reinsubstanz.

Es liegen nur wenige Nachpriifungen dieser Ergebnisse vor. Wir er-
wiahnen die Arbeiten von Kaiserling und Kasarinoff, Kawamura, Bell,
Bocchi und Fauré-Frémiet. Die Ergebnisse von Bell, Bocchi und Fauré-

1 Wir_werden spiter zeigen, daB hierbei nur die Anwesenheit 'der Olsiure fiir

den positiven Fiarbeausfall entscheidend ist. Cholesterin ist durch die Ciaccio-
Methode nicht darstellbar.
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Frémiet beanspruchen besondere Beachtung, da diese Forscher auf Grund
histochemischer Untersuchung von Reinsubstanzen darauf hinweisen,
daB auch die reine Olsiure positive Firbeergebnisse liefert. Fine von
Ciaccio vorgenommene Uberpriifung seiner Ergebnisse ergab folgende
Befunde (Les lipoides intracellulaires, Biolog. Médicale, Aot 1922,
S.18): ,,0lséiure ergibt nach Fixation in dem Gemisch Formaldehyd,
Bichromat und Essigsiure und Chromierung bei gewohnlicher Tempera-
tur auf die Dauer von 6—7 Tagen (bei einer Fixationsdauer von 24 oder
48 Stunden) negative Resultate. Nach vorausgegangener Fixation durch
das Formol-Chrom-Essigsiuregemisch und Chromierung wihrend einer
‘Woche bei 37° erhélt man teilweise positive Resultate, die sich je nach
der Verlingerung der Chromierung verstirken.*

Es wire somit nach Ciaccio anzunehmen, dafl bei einer Chromierung
von 5 Tagen nach vorausgegangener Fixation seine Methode an der che-
mischen Reinsubstanz eine elektive Farbung der gesdttigten und un-
gesattigten Phosphatide, also der haufig auch als ,,Lipoide, bezeichneten
Stoffe ermdglichte.

Kritik an dem von Ciaccio gewihlten Priifungsverfahren.

Wir miissen hier eine kurze Besprechung des von Ciaccio und Bell
gewdhlten Prifungsverfahrens einfiigen.

Beide Verfagser filllten Zigarettenpapierstreifen mit den zu priifen-
den Fettstoffen und unterwarfen diese Papierstreifen der Farbung.
Durch die Wahl dieses Priifungsverfahrens werden die von Cliaccio er-
hobenen Befunde leicht erklirt. Die nur schwer chromierbaren Fett-
stoffe werden — wie Ciaccio annimmt — aus den diinnen Papierstreifen
nach kurzer Chrombehandlung durch die organischen Losungsmittel
ausgezogen, wihrend sie nach lingerer Chrombehandlung nicht mehr
extrahiert werden kénnen.

Das Entscheidende ist, daB zu dem Versuche diinnes Papier ver-
wandt wird, da so die organischen Losungsmittel leicht angreifen kon-
nen. Ks gelingt jedoch durch eine geringfiigige Anderung des Ver-
fahrens, génzlich andere Farbeergebnisse zu erzielen.

Verwendet man zu den Versuchen 3—5 mm dicke Holundermark-
stilcke, also Stiicke, die in ihrer Dicke den zur Ciacciountersuchung
verwandten Organstiicken gleichen, so werden die nur schwer chro-
mierbaren Fettstoffe — also die nach Ciaccio unfarbbaren — nur teil-
weise entfernt und somit auch gefarbt. Hs ist also schon aus diesem
Grunde nicht angingig, die im Zigarettenpapierversuch erhobenen Be-
funde auf das Organ zu iibertragen. Dafl auch aus anderen Griinden,
insbesondere -—— weil die kolloidchemische Struktur des Gewebes nicht
nachzuahmen ist — vor einer Ubertragung der am Reinversuch er-
hobenen Befunde auf die Organverhéltnisse zu warnen ist, muf} nach
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den Ausfiihrungen von H. J. Arndt als selbstverstindliche Forderung
gelten.

Uns kommt es in erster Linie darauf an zu zeigen, dall schon durch die
Wahl des Prifungsverfahrens von Ciaccio erhebliche Unterschiede zwi-
schen seinen Befunden im Modellversuche und im Organ bestehen miissen.

Die Priifung der histochemischen Reaktionen an der Reinsubstanz.

Die Erkenntnis, da die im Organ vorliegenden kolloidchemischen
Verhéltnisse im Reinversuch iiberhaupt nicht nachzuahmen sind, darf
jedoch nicht dazu fithren, die Priiffung an der chemischen Reinsubstanz
zur Kldrung histochemischer Reaktionen als unzweckmaBig abzulehnen,
wie es von Kuischera-Aichbergen und Hoffheinz geschehen ist. Solange
wir iiber die physicochemischen Zustandsbedingungen der Fettstoffe
im Gewebe so mangelhaft unterrichtet sind wie bisher, ist eine Spezi-
fitdtsprifung einer Fettreaktion am Organschnitt unmdoglich wnd wir
miissen die Priifung im Modellversuche als Behelfsmittel verwenden.
Das ist insbesondere dann erlaubt, wenn wir die Frgebnisse dieser Unter-
suchungen mit gréfiter Vorsicht werten.

Wir haben schon frither an einem Modellversuche zeigen kénnen,
wie leicht die am Organschnitt erhobenen Befunde zu Trugschliissen
fithren. Die von Kutschera auf Grund fraktionierter Extraktionen von
Gewebsschnitten vermeintlich festgestellte Tatsache der Unfirbbarkeit
von Lecithin in seinen Versuchen ist mit der Nichtbeachtung der Lés-
lichkeitserhohung von Lecithin, das im Organ in einer Mischung mit
anderen Fettstoffen vorhanden ist, zu erkliren. Kutschera konnte fest-
stellen, dafl nach kurzer Acetonextraktion menschlicher Nebenniere
»sdmtliche im Gewebsverbande férberisch tiberhaupt nachweisbaren
Lipoide schon nach der Acetonextraktion verschwunden sind.” Er folgert
hieraus, dafl Lecithin als ein in Aceton unlésliches Lipoid der mikro-
skopischen Betrachtung im Gewebe nicht zuginglich sei. Da uns die
Richtigkeit dieser Schluffolgerung auf Grund eigener Untersuchungen
am Corpus luteum unwahrscheinlich schien, haben wir uns mit der Ex-
traktion menschlicher Nebenniere beschiftigt. (Zentralbl. f. allgem.
Pathol., 39, 232.) Wir konnten nachweisen, dafl schon nach kurzer
Acetonextraktion 26,6% des in der Nebenniere befindlichen Gesamt-
phosphors in den Acetonextrakt iibergehen. Es ist also aus den Ergeb-
nissen von Kuischera-Aichbergen nur der Schlufl zu ziehen, daBl ein
grofler Teil des in der Nebenniere vorhandenen Lecithins durch die Fér-
bung nicht dargestellt wird; eine Tatsache, deren Richtigkeit auch fiir
die Farbung anderer Fettstoffe von keiner Seite bezweifelt wird. Von
einer Unfirbbarkeit des Lecithins im Organschnitt darf aber keine Rede
sein, nachdem nachgewiesen wurde, daf} Lecithin in den Acetonextrakt
iibergeht.
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Wir weisen bei dieser Gelegenheit auf die Ausfithrungen von Sefrt hin,
der auf Grund der Angaben von Bang iiber die Loslichkeitsverinderungen
von Phosphatiden bei Anwesenheit anderer Stoffe auf die Schwierigkeit
der Wertung der Ergebnisse fraktionierter Extraktionen aufmerksam
macht. Wir konnten selbst in einem Modellversuche zeigen, dafl Lecithin
bei Zusatz von Olsiure zu fast 50% in den Acetonextrakt tibergeht,
wahrend reines Lecithin sich bekanntermafien nur in Spuren in Aceton
lost.

In einer soeben erschienenen Arbeit kommt Kimmelstiel auf Grund
von Féarbeversuchen an extrahierten Organschnitten ebenfalls zu einer
Ablebnung der von Kutschera-Aichbergen gezogenen Schlubfolgerungen;
Kimmelstiel konnte in grindlich acetonextrahierten atheromatésen
Aorten mit Hilfe einer in Aceton geldsten Fettponceaulésung positive
Fettfarbungen erzielen.

Hoffheinz kommt auf Grund vergleichend morphologischer Unter-
suchungen an Lebern zu dem Ergebnis, daB ,,die Ciacciosche Farbe-
methode nur unter Einhaltung bestimmter technischer Forderungen ge-
eignet ist, als eine sogenannte spezifische Lipoidfarbemethode bezeichnet
zu werden*. Nach dem Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen ist
selbst diese vorsichtige Formulierung, die nach Organuntersuchungen
ohne chemische Vergleichsversuche gewonnen wurde, abzulehunen.

Wir empfehlen weiterhin zur Priifung der Farbreaktion die Unter-
suchung der chemischen Reinsubstanz, allerdings unter Bedingungen,
die Fehlerquellen nach Mdéglichkeit ausschliefen, und fir das Verfahren
von Ciaccio glauben wir die Forderung exakter Versuchsbedingungen
durch die Prifung fettbeladener Holundermarkstiicke von 3—5 mm
Dicke erfiillt zu haben.

Der Wert der Untersuchungen am Holundermark.

Wir haben uns schon in fritheren Arbeiten der Holundermarkmethode?
bedient, die darin besteht, dafl man bei leichtschmelzenden Fettstoffen
bzw. Fettgemischen das Holundermark in die geschmolzene Masse
untertaucht, evakuiert und nach einiger Zeit wieder normalen Luftdruck
herstellt. Bei hochschmelzenden Fettstoffen wie Cholesterin oder unter
Zersetzung schmelzenden wie Lecithin mul die Fillung des Holunder-
markes durch Einlegen in ein-die betreffenden Fette enthaltendes
Losungsmittel erfolgen. Um jeden Zweifel an der Genauigkeit des Ver-
fahrens auszuschalten, glaubten wir, besonders im Hinblick auf die
spater folgenden chemischen Analysen folgende Fragen beantworten
zu miissen.

1. Ist leeres Holundermark lecithin- und cholesterinfrei ?

! Kiufliches Holundermark wurde vor Benutzung stets 5 Stunden mit Ather
im Soxhlet ausgezogen.
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2. Gehen bei dem von uns vorgeschlagenen Verfahren wirklich Fett-
stoffe in hinreichender Menge in das Holundermark ein ?

Zu 1. wurden in 3 Versuchen mehrere Stiicke Holundermark von verschiedenen
Stangen mit Schwefel- und Salpetersdure verascht und auf ihren Phosphor-
gehalt gepriift.

Analyse 1.

6 Stiicke Holundermark von 0,1382 g Gewicht wurden verascht, nach Ver-
aschung und Abkiihlung mit Natronlauge neutralisiert und auf 75 cem aufgefiillt.
Bei Zusatz von Molybdéansidure-Strychninreagens zu 3 bzw. 10 cem dieser Losung
entstanden keine Triibungen. Es war also kein Phosphor vorhanden.

Analyse 2.

6 Stiicke Holundermark von 0,0826 g Gewicht wurden wie unter 1 behandelt.
Es wurde auf 75 cem aufgefiillt. Mit 15 cem dieser Losung entstand wiederum
keine Tritbung. ‘

Analyse 3.

4 Holunderstiicke von 0,0986 g Gewicht wurden wie vorstehend verascht.
Nach Auffiillung auf 50 cem trat mit 10 cem dieser Menge keine Triibung ein.

Obwohl Pflanzen kein Cholesterin, sondern Phytosterin enthalten, das die
Reaktionen des Cholesterins nicht gibt, wurde auch hier eine Priifung vorgenommen,
um auszuschlieBen, dal} irgendwelche andere Stoffe mit Essigsiureanhydrid und
Schwefelsiure Griinfirbung ergeben. Von 20 verschiedenen Stangen Holunder-
mark wurde je 1 Stiick abgeschnitten und alle zusammen gewogen. Diese 20 Stiicke,
die ein Gewicht von 0,2530 g hatten, wurden etwa 6 Stunden mit Chloroform im
Soxhlet extrahiert und auf 100 cem aufgefiillt. 5 com davon gaben mit 2 cem
Essigsdureanhydrid und 0,1 cem Schwefelsdure keine Griinfarbung. Auch bei
Binengung von 10 ccm des Extraktes auf 5 cem erschien keine griine Farbe.

Das leere Holundermork wurde also lecithin- und cholesterinfrei ge-
funden.

Zu 2. Nachdem das Holundermark lecithin- und cholesterinfrei ge-
funden worden war, mullte gepriift werden, ob bei dem Aufsaugever-
fahren aus einer Losung von Fettstoffgemischen die Mischungsbestand-
teile auch wirklich in das Holundermark einireten.

Zu diesem Zwecke wurden 0,2816 g Cholesterin und 0,3200 g Lecithin in ein
Schélchen eingewogen, das Gemisch beider Stoffe in Ather gelost, dazn 0,1308 g
Holundermark getan, zum Untertauchen gebracht und evakuiert. Nach Auf-
heben des Vakuum wurde das Mark mit Filtrierpapier abgetrocknet und im
Exsiccator vom Ather bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach dieser Be-
handlung wog das gefiillte Holundermark 0,1764 g. Demnach waren 0,0456 g
Cholesterin -~ Lecithin vom Holundermark aufgenommen worden. Dieses wurde
nun 15 Stunden lang mit Ather extrahiert, der Auszug auf 250 com gebracht und
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 aufgefiillien Atherextrakt
wurden 2 cem entnommen, der Ather verdampft, der Riickstand mit 5 com Chloro-
form aufgenommen und colorimetrisch bestimmt. Ablesungsmittel: 64, ent-
sprechend 0,204 mg. Verdiinnung: 125fach. Gefunden: 25,6 mg Cholesterin.
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2. Lecithinbestimmung. Aus dem 250 cem umfassenden Extrakt wurden
50 com verdampft, der Riickstand verascht, neutralisiert und auf 50 ccm auf-
gefiillt. Davon wurde der Gehalt in 5 ccm bestimmt.

a) Ablesungsmittel: 11,1; bei Vergleichsstellung 10;
P,0;-Faktor: 0,0270; Verdiinnung: 50fach;
gefunden: 1,35 mg P,0;; entsprechend: 15,3 mg Lecithin.

b) Ablesungsmittel: 12,3; bei Vergleichsstellung 10;
P,0;-Faktor: 0,0244; Verdiinnung: 50fach;
gefunden: 1,22 mg P,0;; entsprechend: 13,8 mg Lecithin.

Mittel aus beiden Bestimmungen: 14,6 mg Lecithin.

Im 2. Versuch wurde als Losungsmittel fiir das Cholesterin-Lecithingemisch
statt Ather Chloroform benutzt, weil dicses beim Evakuieren weniger rasch ver-
dunstet als dor Ather. Die Einwagen betrugen fiir Cholesterin 0,3193 g, fiir
Lecithin 0,3807 g, fiir das verwendete Holundermark (6 Stiicke) 0,0965 g. Nach
Beschickung und Trocknung bis zur Gewichtskonstanz hatte das Holundermark
um 0,0140 g zugenommen. Nach 15stiindiger Extraktion mit Chloroform und
Auffillen anf 100 cem wurde daraus der Gehalt an Cholesterin und Lecithin
bestimmt.

a) Cholesterinbestimmung. Dem 100 cem enthaltenden MeBkolben wurde 2mal
je 2 cem entnommen, durch Zugeben von 3 cem Chloroform auf 5 ccm verdiinnt,
und colorimetrisch bestimmt.

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

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

Mittel aus beiden Bestimmungen: 11,15 mg Cholesterin.

b) Lecithinbestimmung. 25 cem des 100 cem enthaltenden Chloroformauszuges
wurden auf dem Wasserbade verdampft, verascht, neutralisiert und auf 50 com
aufgefiillt. Dieser Losung wurden zur Bestimmung 2mal je 20 ccm entnommen
und bestimmt.

1. Ablesungsmittel: 14,0; bei Vergleichsstellung 10;
P,0;-Faktor: 0,0214; Verdiinnung: 10fach;
gefunden: 0,214 mg P,0;; entsprechend: 2,43 mg Lecithin.

2. Ablesungsmittel: 14,2; bei Vergleichsstellung 10;
P,0;-Faktor: 0,0211; Verdiinnung: 10fach;
gefunden: 0,211 mg P,0;; entsprechend: 2,39 mg Lecithin.

Mittel aus beiden Bestimmungen: 2,41 mg Lecithin.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dafl tatséichlich die Mischungs-
bestandierle der zu prifenden Fettstolfe in das Holundermark eingehen,
und somit die Exaktheit unserer Versuchsanordnung bewiesen ist.

Wie bedeutungsvoll die Wahl der geeigneten Methodik fiir die Prii-
fung histochemischer Verfahren ist, geht aus folgenden Versuchen her-
vor.

Wir gingen zuerst in der Weise vor, dal wir zur Priifung chemischer
Reinsubstanzen auf ihre Féarbbarkeit nach Ciaccio Holundermark-
schnitte von etwa 30 ¢ wie in unseren fritheren Versuchsreihen (Technik
8. Virchows Arch., 261, H. 2, S. 633ff.) benutzten. Die mit Fettstoffen
beladenen Holundermarkstiicke wurden mit dem Gefriermikrotom ge-
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schnitten und dem gesamten Ciaccio-Prozef3* unterworfen. Bei der Prii-
fung der Ciaccio-Methode an 142 Gemischen von Fettsiuren, Glyceriden
der Fettsiuren und des Cholestering, Cholesterin, Lecithin, Kerasin,
Sphingomyelin, Phrenosin, Glycerin und Eiweill fanden sich sehr wider-
spruchsvolle rgebnisse. Da eine ganze Reihe von Schnitten, die mit
Mischungen gefilllt waren, welche Lecithin, Kerasin, und Sphingo-
myelin enthielten, negative Firbungen aufwiesen, muBten wir annehmen,
daBl aus den 30 x dicken Schnitten selbst diese leicht chromierbaren
Stoffe durch die organischen Losungsmittel herausgelést worden waren.
Um diese IFehlerquelle auszuschalten, untersuchten wir darauf in
neuen Versuchsreihen Holundermarkschnitte von 3—5 mm Dicke und
kamen zu dem Ergebnis, dal bei diesem Verfahren bei gleicher Ein-
wirkungsdauer der verschiedenen Losungen die Mehrzahl simtlicher
Fettmischungen nach Ciaccio positive Farbungen ergaben. Die 3—5 mm
dicken, fettbeladenen Holundermarkstiicke wurden als ganze Stiicke
der Ciaccio-Fixation und der Durchfithrung durch organische Losungs-
mittel unterworfen. Nach AbschluB der Alkohol-Xylolbehandlung
wurden die Stiicke auf dem Gefriermikrotom geschnitten, und die
Farbung nach Ciaccio vorgenommen. Durch den hierbei erzielten
positiven Farbeausfall der Ciaccioreaktion bei simtlichen Fettstof-
fen mit Ausnahme der gesiittigten Triglyceride ist der Nachweis er-
bracht, dal die Ergebnisse der Priifung chemischer Reinsubstanzen
im Zigarettenpapierversuch, wie sie bisher zur Priifung des Ciaccio-
Verfahrens angewandt wurden, nicht als verwertbar bezeichnet werden
diirfen. Es ist weiter erwiesen, dafl von einer elektiven Farbung der
Lipoide durch das Ciaccio-Verfahren nicht die Rede sein kann. Der
Ausfall unserer Versuche legt es vielmehr nahe, die Doppel- oder Liicken-
bindung der Olsiure als den Triger der Ciaccio-Férbung zu bezeichnen.

Es wird im chemischen Teile der Versuch gemacht werden, die Rich-
tigkeit dieser Anschauung experimentell zu belegen.

In der Anzahl der untersuchten Fettstoffe und ihrer Mischungen
haben wir uns Beschrinkungen auferlegt. Es gelangten in 69 Einzel-
untersuchungen 7 Stoffe, Stearinsiure, Tristearin, Olsdure, Triolein,
Cholesterin, Cholesterintlsiureester und Lecithin, als typische Vertreter
aus verschiedenen Gruppen von Fettstoffen, rein und in den verschieden-
sten Mischungen, zur Verwendung. MaBigebend fiir diese Auswahl waren
die Erfahrungen, die wir in bezug auf das firberische Verhalten gewisser
Fettstoffe in unseren fritheren Versuchen gewonnen hatten. Es hatte
sich herausgestellt, dafl Palmitinsiure und Tripalmitin sich ebenso ver-

1 Bei sdmtlichen Ciaccio-Firbungen, sowohl an der Reinsubstanz wie auch
an Organen wurde mit peinlicher Genauigkeit eine 48stiindige Behandlung in der
Ciaccio-Flussigkeit I {Chrom-Essigsaure-Formaldebydgemisch) und eine 5tégige
in der 3proz. Kaliumbichromatlosung durchgefithrt.
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hielten wie Stearinsdure und Tristearin. Daher glaubten wir, aufeinenoch-
malige Prifung dieser Fettstoffe verzichten zu konnen. Dasselbe gilt
von dem Cholesterinstearinsgureester, der das gleiche firberische Ver-
halten wie Tristearin aufwies. In den folgenden Tabellen fithren wir
zum Vergleich neben dem FErgebnis der Ciaccio-Farbung das der ge-
wohnlichen Sudanfirbung an.

Histochemaische Priifung chemisch reiner Feltmischungen in
Holundermarkstiicken von & mm Dicke.
Ciaccio-Farbung: Fixation in der Losung Kaliumbichromat-Formal-
dehyd-Essigsdure 48 Stunden.
3yproz. Kaliumbichromatlésung & Tage!
Die Einwage der einzelnen Fettstoffe zu den untersuchten Mischungen
geschah im gleichen Gewichtsverhéltnis.

Tabelle 1. Qesittigte Feltsiure und gesdttigies Triglycerid.

Sudan i Ciaccio
Stearinsgure . . . . . . . . . . ... ... ungefarbt ungeférbt
Tristearin . . . . - . . . . .. L. mattes Grau-| ungefiirbt
| gelb
Stearinsgure und Tristearin . . . . . . . . . .. | ungefirbt ungefarbt

Tabelle 2. Ungesdittigie Fettsiure und ungesdttigtes Triglycerid.

Sudan |  Ciacelo
OIAUTE . « o o o e o e e goldgelb | goldgelb
Triolein . . . . . . . . . .. v 1 "
QOlsgure und Triolein . . . . . . . . . . . . .. . 1 »s

Tabelle 3. Mischungen der Fettstoffe von Gruppe I und II.

Sudan Ciaceio

\
Stearinsiure und Olsfiare . . . . . . . . . . . . goldgelb | goldgelb
Tristearin und Triolein . . . . . . . . . . . . . i ' ‘ .
Stearinsdure und Triolein . . . . . . . . . . . . ' |
Olsgure und Tristearin . . . . . . . . . . . . . . ‘ »
Stearinsaure und Olsdure und Tristearin . . . . . v ]

» und Olsiure und Triolein . . . . . . . 4

. und Olséure und Tristearin und Triolein .

Tabelle 1 zeigt, dall gesittigte Fettsduren und geséittigtes Triglycerid
mit Sudan und mit Ciaccio in gleicher Weise unfirbbar sind.

Aus Tabelle 2 geht hervor, daB sich ungesittigte Fettsiure und
ungesiéttigtes Triglycerid nach 48stiindiger Fixation und 5 tégiger Chro-
mierung nach Ciaccio ausgezeichnet farben lassen. Dieses Ergebnis legt
die Vermutung nahe, daf die Liickenbindung, also der ungeséttigte
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Tabelle 4. Cholesterin rein und in Mischungen mit Feitsiuren und Triglyceriden.

Sudan Ciaccio
Cholesterin . . . . . . . . . . . .. ... .. goldgelb ungefirbt
" und Stearinsdure . . . . . . . . . . schwachgelb .
und Olsgure . . . . . . . . . . .. goldgelb goldgelb
R und Tristearin . . . . . . . . . .. 5 ungefarbt
- und Triolein . . . . . . . . . . .. R goldgelb
. und Stearinsiure und Tristearin. . . . ' ungefirbt
s und Stearinsiure und Triolein . . . . . goldgelb
. und Stearinsiure und QOlsdure . . . . »s v
. und Olsgure und Tristearin . . . . . . .
" und Olsjure und Triolein . . . . . . . .
. und Stearinsiure und Olsdure und Tri-
stearin . . . . . . . . . ..., » ’s
» und Stearinsiure und Olsiure und Tri-
olein . . . . . . . . . ... .. . .
' und Stearinsidure und Olsiure und Tri-
stearin und Triolein . . . . . . . us '

Tabelle 5. Lecithin rein und in Mischungen mit Feltsiuren und Triglyceriden.

© Sudan Ciaccio
Lecithin. . . . . . . . . . . ... ... || goldgelb goldgelb
’s und Stearinsdure . . . . . . . . . . . . .
v und Olsdure . . . . . . . . . . . ... » v
' und Tristearin . . . . . . . . . . ... v ungefarbt
. und Triolein . . . . . . . . . . ... v goldgelb
" und Tristearin und Triolein . . . . . . . . »
” und Stearinsiure und Tristearin . . . . . ungefarbt
ys und Stearinsdure und Triolein . . . . . " goldgelb
” und Stearinsdure und Olsiure . . . . . . " ! .
. und Olsiure und Tristearin . . . . . . . . '
s und Olsiure und Triolein . . . . . . . . » v
»s und Stearinsiure und Olsdure und Tristearin | v v
' und Stearinsdure und Olsiure und Triolein - .
v und Stearinsidure und Olsiure und Tristearin !
und Triolein . . . . . . . . . .. | R "

Charakter der Olsiure, Trager der Ciaccio-Reaktion ist, eine Annahme,
die in den FErgebnissen der

Tabelle 3 eine Stiitze findet; denn wir finden hier, dafi Mischungen
von gesittigten und ungeséttigten Fettstoffen stets positive Reaktionen
ergeben.

In Tabelle 4 wird dieses Verhalten von gesittigten und unge-
sittigten Fettstoffen in Mischung besonders deutlich hervorgehoben.
Mischungen von Cholesterin, das fiir sich allein ciaccionegativ ist und
sich wie ein gesittigter Fettstoff verhilt, mit gesdttigten Fettstoffen
farben sich nichf, Mischungen von Cholesterin mit ungeséttigten Fett-
stoffen nehmen hingegen den Farbstoff gut an.

Virchows Archiv. Bd. 270. 25



376 C. Kaufmann und E. Lehmann:

Tabelle 6. Cholesterin und Lecithin in Mischungen mit Fettsduren und Triglyceriden.

Sudan | Ciaceio
Cholesterin und Lecithin . . . . . . . . . . . .| goldgelb ungefarbt
. . . und Stearinséure . . . . v | goldgelb
»s " . und Olsgure ’s ! .
' " . und Tristearin - " | ungefarbt
. v . und Triolein . . . . v | goldgelb
. " » und Stearinsiure und Tn- !
stearin . . . . ' ungefirbt
" " " und Stearinsdure und_ Tr1-
olein . . 4 5 goldgelb
’ ' » und Stearmsaure und 01-
sdure . . . ) .
. " » und Olsiure und Tnstea.mn » '
v . " und Olsgure und Triolein . 5
" - . und. Stearinssure und O1- i
siure und Tristearin. . ! 2
' . ' und Stearinsiure und (')1—: ‘
sgure und Triolein . v -
. . . und Stearinsiure und Ol- |
siure und Tnsteann\
und Triolein . . . . d . '
Tabelle 7
Cholesterindlsiureester revn und in Mischungen mit den Stoffen der vorhergehenden
Gruppen.
Sudan |  Giacoio
Cholesterintlsiureester . . . . . . . .+ . . . .| goldgelb goldgelb
» und Stearinsgure . . . . . » »
5 und Olséure . . . . . . . . .
» und Tristearin . . . . . . v o
»s und Triolein . . . . . . . v .
. und Cholesterin . . . . . . " .
" und Lecithin . . . . . ' .
' und Cholesterin und Stearm—
saure . . . " »
' und Cholesterin und Olsaure . vy
. und Cholesterin und Tri- ‘ !
stearin . . . ‘ a s
u und Cholesterin und Tmolem . .
' und. Cholesterin und Lecithin ) .
. und Cholesterin und Lecithin
und Tristearin . . ’s ‘ "
. und Cholesterin und Lemthm‘
und Triolein . . . ' .
us und Cholesterin und Leclthm
und Stearinsiure . . v s
" und Cholesterin und Leclthm ‘

und QOlsgure . . . . . "
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Aus Tabelle 5 geht hervor, daf} reines Lecithin positiven Ausfall der
Ciaccio-Firbung zeigt, weil es den Rest der Olsiure enthlt. Die An-
wesenheit gesdttigier Felistoffe kann die Fdrbung des Lecithins nach
Ciaccio verhindern.

In Tabelle 6 ist den Mischungen von Lecithin mit anderen Fett-,
stoffen Cholesterin hinzugefiigt, und hierbei verschwindet die Farbung
wiederum in 3 Féllen. Dafl es bei diesen Mischungen auf die relative
Menge gesittigter und ungeséttigter Fettstoffe ankommt, ist daran zu
erkennen, daf3 Mischungen, die zwei unfdrbbare Anteile und nur einen
farbbaren enthalten, negative Ergebnisse aufweisen. Die Chromierung

_wird im Reinversuche durch die Anwesenheit gesittigter Fettstoffe ver-
hindert. Da im Gewebe die ungesittigten Fettstoffe tiberwiegen, ist
dieser Befund fiir die Organverhéltnisse auller acht zu lassen.

Der Ausfall unserer Versuche in Tabelle 7 bringt die Bestédtigung,
daB der Olssurerest die Féarbung verursacht, denn freies Cholesterin ist
nach Ciaccio nicht farbbar, aber Cholesterinélsiureester firbt sich in
allen Mischungen genau so wie ungeséttigtes Triglycerid.

Uberblickt man das Ergebnis der vorstehenden histochemischen
Untersuchungen, so dréingt sich eine Einteilung der Fettstoffe in 2 Grup-
pen auf,

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

2. in chromophobe, die das Verhalten volistéindig geséittigter organi-
scher Stoffe zur Schau tragen; unter ihnen nimmt das Cholesterin, das
nach dem heutigen Stande unserer Kenntnisse iiber seine Struktur auch
eine Liickenbindung besitzt, eine Ausnahmestellung ein. Allerdings liegt
diese Liickenbindung innerhalb eines 5-Kohlenstofiringes, so daB der
ungesattigte Charakter dieser Bindung nicht so scharf hervorzutreten
braucht.

Will man zur leichteren Orientierung auf firberischem Gebiete an der
Einteilung in chromophile und chromophobe Fettstoffe festhalten, so
muB man der Gruppe der chromophilen Fettstoffe Olsiure, Triolein,
Lecithin und Cholesterinslsiiureester, ganz allgemein die Olsiure und
ihre Verbindungen, zuordnen. Der Gruppe chromophober Fettstoffe
gehoren Stearinséure, Stearinsdureester, Palmitinsdure, Palmitinsiure-
ester und Cholesterin an.

Aus den mitgeteilten Ergebnissen wunserer histochemischen Undter-
suchungen geht hervor, daff bei genauester Innechaltung der von Ciaccio
angegebenen Vorschriften in 3—& mm dicken, mit verschiedenen Felt-
stoffen beladenen Holundermarkstiicken (deren Grife den gewohnlichen zur
Untersuchung gelangenden Organstiicken entspricht), similiche Fetistoffe,
mit Ausnahme des Cholestering und der gesdttigien Triglyceride, positive
Farbungen eingehen.

25%*
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Chemisehe Untersuchung.

Nachdem wir uns in dem vorhergehenden Abschnitt zur Priifung
der Ciaccio-Firbung der histochemischen Untersuchung an Reinsub-
stanzen bedienten, haben wir uns in dem folgenden chemischen Teile
bemiiht, mit Hilfe chemischer Analysen von ciacciobehandelten, chemisch
reinen Fettstoffen und von Organen eine Reihe von Teilfragen, die fiir
die Beurteilung des Ciaccio-Prozesses von Bedeutung sind, und auf die
wir bei der Besprechung des Verfahrens eingehend eingegangen sind, zu
bearbeiten.

Es sei an dieser Stelle nochmals kurz eingefiigt, daf wir die Ciaccio-
Methode nur dann fiir den Lépoidnachweis als spezifisch anerkennen
kénnen, wenn der Nachweis gelingt, daBl wihrend des Verfahrens die
Fettstoffe, die nicht zur Gruppe der Lipoide zu rechnen sind, véllig
durch die organischen Lésungsmittel (Alkohol, Xylol) entfernt werden
(s. 8. 366). Andernfalls ist eine Unterscheidung von Lipoiden und anderen
Fettstoffen unmdglich. Wir erwiihnen, da8 die chemische Untersuchung
ciacciobehandelter Organe mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft
ist, um damit zu erkliren, dafl diese Untersuchungen auf eine unbedingte
Vollstindigkeit vorlaufig keinen Anspruch machen sollen. Sie geniigen
aber, um zu der uns beschiftigenden Frage der Spezifitdt des Verfahrens
auch vom chemischem Standpunkte Stellung nehmen zu kénnen. Wir
haben uns folgende Fragen vorgelegt.

1. Werden die Lipoide durch die Ciaccio-Methode vollstéindig
fixiert ?

2. Werden die Fettstoffe, welche nicht zu den Lipoiden im engeren
Sinne zéhlen, wihrend des Ctaccio-Verfahrens restlos entfernt? (An-
dernfalls miissen sie positive Farbungen ergeben, da sich Sudan in ihnen
16st.)

3. Auf welchem Wege wirkt die Chrombehandlung auf die Fett-
stoffe ¢

Als Hauptvertreter der uns angehenden Lipoide ist Lecithin zu be-
trachten. Seine chemische Bestimmung griindet sich auf seinem Gehalt
an organischem Phosphor, der als P,0; analysiert wird. Da im Organ
gewisse Mengen organischen Phosphors nicht lipoiden organischen Ver-
bindungen angehéren, muBte die Fixationswirkung der Ciaccio-Methode
zuerst an der chemischen Reinsubstanz, und zwar an Lecithin gepriift
werden. Erst nachdem an der ciacciobehandelten Reinsubstanz gefunden
war, daB Lecithin nur unvollstindig fixiert wird, durfte man aus den
Befunden vergleichender Extraktion von frischen und nach Ciaccio
fixierten Organen schlieBen, daB ein Téil des durch die Ciaccio-Methode
aus dem Organ entfernten organischen Phosphors von Lipoiden herriihrt.

Auch die zweite Frage, deren Bedeutung fiir die Beurteilung des
Ciaccio-Verfahrens wir gentigend gewtirdigt haben, war nur nach vorher-
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gehenden Untersuchungen an der Reinsubstanz zu entscheiden. Die
Feststellung, dall 53% des in Holundermark aufgenommenen Trioleins
nach derCiaccio-Behandlung im Holundermark zuriickbleiben, berechtigt
zu der Annahme, da8 dies im Organ mit seiner noch feineren Struktur
zu einem hoheren Prozentsatze der Fall sein diirfte.

Die Losung der dritten Frage war nur durch Paralleluntersuchungen
von Reinsubstanzen und von Organen méglich. Da an der Reinsubstanz
durch Isolierung von Spaltprodukten gezeigt werden konnte, welche
chemische Wirkung die Chrombehandlung auf Lipoide ausiibt, und wir
nach Ciaccio-Behandlung von Organen dieselben Spaltprodukte nach-
gewiesen haben, so diirfen wir annehmen, dafl die Chromverbindungen
auf die Lipoide im Organ dieselbe Wirkung ausiiben wie auf Lipoide im
Modellversuche.

-A. Untersuchungen an Reinsubstanzen im Holundermark.

Zu Frage 1 und 2: Wird Lecithin durch die Ciaccio-Behandlung voll-
stindig fixiert ? Werden andere Fettstoffe durch die Behandlung mit
organischen Losungsmitteln restlos ausgezogen ?

Zuerst wurde Lecithin in Holundermark gebracht und das gefiillte
Mark (wiederum unter peinlichster Innehaltung der von Ciacciogegebenen
Vorschriften, s. 8. 373) der Ciaccio-Behandlung unterworfen. Nach den
theoretischen Anschauungen, die Ciaccio seinem Verfahren zugrunde
legt, durfte sich aus dem behandelten Mark kein Lecithin bzw. kein
organischer Phosphor ausziehen lassen. Das Lecithin muBte durch die
Chrombehandlung fixiert sein. Die Untersuchung ergab, dafi sich be-
trichiliche Mengen Lecithin aus dem behandelten Holundermark aus-
ziehen lassen.

Es ist hieraus der SchluBl zu ziehen, daB ein Teil des Lecithins un-
fixiert bleibt.

Es sei an dieser Stelle auf die Bedeutung des Losungsmittels fiir den Erfolg
der Extraktion hingewiesen. Fiir die Extraktion des zu den Versuchen benutzten
Lecithins konnten nur Loésungsmittel verwandt werden, in denen dieser Fettstoff
in reinem Zustande leicht 18slich ist, also Chloroform und Alkohol. Gegen die Wahl
von Chloroform kénnte der Einwand erhoben werden, daBl dieses Losungsmittel
beim Ciaccio-Verfahren nicht gebraucht wird. Fiir den Modellversuch aber ist
es grundsitzlich gleichgiiltig, welches der beiden genannten Extraktionsmittel
zur Anwendung gelangt, weil es sich nur darum handelt, festzustellen, ob das
vom Holundermark aufgenommene Fett durch die Ciaccio-Methode vollsténdig
fixiert und dadurch in organischen Losungsmitteln unléslich gemacht wird. Fir
die Untersuchungen am Organ kam nur Alkohol zur Verwendung, weil sich die
Organuntersuchungen streng an die Vorschriften des von Ciaccio angegebenen
Originalverfahrens anschlieBen muBten. DaB der Wert der. Untersuchung -an
der Reinsubstanz durch die Wahl des Extraktionsmittels keine Einbufle erlitten
hat, geht aus den spater mitgeteilten Organanalysen hervor, die ergeben, daf3 die
beim Ciaccio-Verfahren angewandte Alkoholbehandlung ebenfalls imstande ist,
Lipoide auszuziehen.



380 C. Kaufmaun und E. Lehmann:

Beschreibung der Versuche.

Es wurden drei Parallelversuche angesetzt. Die fiir alle drei Ver-
suche zur Fillung des Holundermarks gebrauchte Chloroformlosung
enthielt 0,3807 g Lecithin.

1. Versuch: 0,0936 g Holundermark wurden in angegebener Weise gefiillt
und zeigten nach Trocknung bis zur Gewichiskonstanz ein Gewicht von 0,1106 g.
Es hatte also um 0,0170 g zugenommen. Nach der Ciaccio-Behandlung wurde
mit Chloroform erschopfend extrahiert und auf 100 cem aufgefiillt.

Lecithinbestimmung vom Auszug: Zur Bestimmung des Lecithingehaltes des
100 ecm umfassenden Extraktes wurden 25ccem entnommen, das Chloroform
verdampft, der Riickstand verascht, neutralisiert und auf 75 cem aufgefiillt. 10 com
dieser Losung gaben mit Strychninreagens keine Tritbung. Die Bestimmung wurde
darauf 2mal mit je 20 ccm wiederholt.

a) Ablesungsmittel: 20,4; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0147; Verdiinnung: 3,75- und 4fach;
gefunden: 0,2204 mg P,0;; entsprechend: 2,62 mg Lecithin.

b) Ablesungsmittel: 19,3; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0155; Verdiinnung: 3,75- und 4fach;
gefunden: 0,2332 mg P,0;; entsprechend: 2,64 mg Lecithin.

Mittel beider Bestimmungen: 2,6 mg Lecithin.

Lecithinbestimmung vom extrahierien Holundermark: Das extrahierte Holunder-
mark wurde, nachdem es vom Chloroform befreit worden war, verascht und nach
dem Neutralisieren auf 10 com aufgefiillt. Von dieser Losung wurden je 5 com
zu 2 Bestimmungen entnommen.

a) Ablesungsmittel: 16,0; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0O;-Faktor: 0,01875; Verdiinnung: 20fach;
gefunden: 0,375 mg P,0;; entsprechend: 4,25 mg Lecithin.

b) Ablesungsmittel: 16,2; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0,-Faktor: 0,0185; Verdiinnung: 20fach;
gefunden: 0,370 mg P,0;; entsprechend: 4,20 mg Lecithin.

Mittel aus beiden Bestimmungen: 4,2 mg Lecithin. Summe von auszieh-
barem (2,6 mg) und nicht ausziehbarem (4,2 mg): 6,8 mg Lecithin.

2. Versuch: 0,1263 g Holundermark hatten nach Fiillung und Trocknung um
0,0445 g zugenommen. Nach der Ciaccio-Behandlung wurde wieder mit Chloroform
extrabiert und auf 100 cem aufgefiillt.

Lecithinbestimmung vom Auseug: Zur Ermittlung des extrahierbaren Lecithins
wurden 25 com des Gesamtauszuges verdampft, verascht, neutralisiert und auf
75 cem aufgefiillt. Davon wurden 2mal je 10 cem zur Bestimmung entnommen.

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

b) Ablesungsmittel: 19,5; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0,-Faktor: 0,0154; Verdiinnung: 4- und 7,5fach;
gefunden: 0,462 mg P,0;; entsprechend: 5,23 mg Lecithin,

Mittel aus beiden Bestimmungen: 5,2 mg Lecithin.

Lecithinbestimmung vom extrahierten Holundermark: Die anschlieffend erfolgte
Veraschung des wieder getrockneten und extrahierten Markes ergab nach Auf-
fillung auf 100 com und Entnahme von 4 cem folgende Werte.
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a) Ablesungsmittel: 7,1; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0422; Verdiinnung: 25fach;
gefunden: 1,056 mg P,0;; entsprechend: 11,98 mg Lecithin.
b) Ablesungsmittel: 7,4; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0405; Verdiinnung: 25fach;
gefunden: 1,013 mg P,0;; entsprechend: 11,60 mg Lecithin.

Mittel aus beiden Bestimmungen: 11,7 mg Lecithin, Summe von auszieh-
barem (5,2 mg) und nicht ausziehbarem (11,7 mg) Lecithin: 16,9 mg.

3. Versuch: 0,1316 g Holundermark enthielten nach Fiillung, Trocknung und
Wigung 0,229 g Lecithin. Nach Ciaccio-Behandlung erfolgte Chloroformextraktion
und Auffiillung auf 100 ccm.

Lecithinbestimmung vom Auszug: Die Bestimmung des Lecithins im Extrakt
geschah mit 25 com des 100 com betragenden Gesamtvolumens durch Veraschung
und Auffiillung auf 100 ccm. Davon wurden 2mal je 25 ccm zur Bestimmung
verwendet.

a) Ablesungsmittel: 16,8; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0180; Verdiinnung: 16fach;
gefunden: 0,288 mg P,0;; entsprechend: 3,27 mg Lecithin.

b) Ablesungsmittel: 16,5; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0,-Faktor: 0,0182; Verdiinnung: 16fach;
gefunden: 0,291 mg P,0;; entsprechend: 3,20 mg Lecithin.

Mittel aus beiden Bestimmungen: 3,3 mg Lecithin.

 Lecithinbestimmung vom extrahierten Holundermark: Nach Veraschung des
getrockneten und extrahierten Holundermarkes wurde neutralisiert und auf
100 cem aufgefiillt. Davon wurden 2mal je 5 com verwendet.

a) Ablesungsmittel: 10,0; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0300; Verdiinnung: 20fach;
gefunden: 0,6 mg P,0;; entsprechend: 6,8 mg Lecithin.

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

Mittel aus beiden Bestimmungen: 6,8 mg Lecithin. Summe von ausgezogenem
(3,3 mg) und durch Veraschung gefundenem Lecithin (6,8 mg): 10,1 mg Lecithin.

Zur besseren Ubersicht seien die FErgebnisse der drei Versuche in
Tabellenform zusammengestellt:

Aus lecithinbeschicktem, nach Ciaccio behandeltem Holundermark

148t sich Lecithin durch ist von Lecithin nicht extrahierbar, also
Chloroform extrahieren nach Ciaecio fixiert

Versuch 1 38% 62%

Versuch 2 31% 69 %

Versuch 3 33% 67%

Aus der Tabelle geht hervor, dafi ein bedeutender Teil des aufge-
nommenen Lecithins, etwa 1f;, nach der Ciaccio-Behandlung durch orga-
nische Losungsmittel ausziehbar, also nicht im Sinne Ciaccios als fixiert
zu betrachten ist.

Ubertragen wir diese Ergebnisse auf den Organschnitt, so ergibt
sich, daB auch hier wahrscheinlich ein Teil des unfixierten Lecithins
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durch die organischen Losungsmittel (Alkohol, Xylol) entfernt wird.
Das bedeutet, daf; durch die Ciaccio-Farbung vermutlich auch im Organ-
schnitt weniger Lecithine zur Darstellung gelangen kénnen, als es mit
anderen Farbungen der Fall ist, bei denen einelangdauernde Behandlung
mit Alkohol unterbleibt (z. B. Farbung nach Smith-Dietrich).

Werden die Fettstoffe, die niehf zu den Lipoiden im engeren Sinne
ziihlen, wiihrend des Ciaccio-Verfahrens restlos entfernt?

Fiir die Beurteilung des Ciaccio-Verfahrens ist die Frage, ob die nicht
zu den Lipoiden gehorenden Fettstoffe restlos aus dem behandelten
Organ beseitigh werden, von entscheidender Bedeutung. Die Methode
stitzt sich auf die Annahme, dal die Fettstoffe, die nicht zu den Li-
poiden zéhlen, aus dem Gewebe durch die Alkohol-Xylol-Behandlung
entfernt werden. Wir haben schon mehrmals darauf hingewiesen,
daf — falls die Annahme Ctaccios nicht zutrifft — diese Fettstoffe
bei Verwendung von Sudan gefirbt werden miissen. Da Triolein bei
den Férbeversuchen (s. histochemischer Teil) positive Farbung mnach
Ciaccio ergeben hatte, haben wir dieses ungesittigte Neutralfett zu
unseren Versuchen benutzt. Hin weiterer Grund fir die Verwendung
von Triolein liegt darin, dafl dieser Stoff im menschlichen Fettstoff-
wechsel die Hauptrolle spielt. Jede Korperzelle enthiélt Neutralfette,
die zum groBten Teil aus Triolein bestehen, also auch die in erster
Linie mit Hilfe des Ciaccio-Verfahrens untersuchten parenchymatosen
und innersekretorischen Organe. Das menschliche Fettgewebe besteht
bis zu 85% aus Triolein.

Der positive Ausfall der Farbungen bei Anwesenheit von Triolein
im Modellversuch zeigt, daB Triolein durch das Ciaccio-Verfahren nicht
entfernt wird.

Wir konnten durch die chemische Untersuchung den Nachweis er-
bringen, daf im Holundermark, das mit T'riolein beschicki wund nach
Ciaccio behandelt wurde, erhebliche Mengen Triolein, und zwar 53% der
zum Versuche verwandien Menge zuriickbleiben.

Die Farbeversuche hatten weiterhin einen Hinweis auf die Bedeutung
des ungesattigten Charakters der Fettstoffe fiir den positiven Ausfall
der Farbungen geliefert, und wir muften daher der Frage nachgehen,
ob sich bei der Behandlung von Triolein nach dem Ciaccio-Verfahren ein
ungesittigter Stoff abspaltet, der fiir die Farbung verantwortlich zu
machen ist.

Es ist der Nachweis gelungen, dafl sich wihrend der Ciaccio- Behandlung
von, T'riolein Olsiure bildet.

Es wurde bei diesen Extraktionsversuchen die lehrreiche Tatsache
beobachtet, daf Triolein nach der Ciaccio-Behandlung dunkelbraun
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gefarbt und harzig wird. Daraus ist ersichtlich, daf das Triolein Ver-
anderungen erfahren hat, welche seine unvollstindige Extrahierbarkeit
bei der Ciaccio-Behandlung erkliren. Die zdhe Konsistenz, die das
Triolein durch die Ciaccio-Behandlung annimmt, macht diesen Stoff in
organischen Lésungsmitteln schwer 16slich. Der Vorgang, der als oxy-
dative Verharzung aufzufassen ist, der simtliche wngesdttiglte Fetistoffe
unterliegen, diirfte fir die Deutung der Claccio-Féirbung auch im Gewebe
von einer gewissen DBedeutung sein, do anzunehmen ist, daff auch hier
wngesdttigte Fettstoffe durch die Ciaccio-Behandlung schwerer in organi-
schen Losungsmatteln 16slich werden.

Da durch diese Untersuchungen gezeigt wird, dafl Fettstoffe, die
nicht zu den Ciaccio-Lipoiden zu rechnen sind, nur teilweise durch die
Alkohol-Xylol-Behandlung im Modellversuche entfernt werden, so ist
anzunehmen, dal auch im Organschnitt stérenderweise durch die An-
wendung der Sudanfirbung im Verfahren nach Ciaccio Stoffe dargestellt
werden, die nicht zu den Lipoiden im Sinne Ciaccios zdhlen.

Beschreibung der Versuche.

Ciaccio-Behandlung von Triolein im Holundermark.

Triolein spaltet bei der Ciaccio-Behandlung Olsdure ab und wird nur
zum Teil entfernt.

Die Untersuchung geschah in folgender Weise:

6,6 ¢ Holundermarkstiicke wurden mit einer Losung von 25 g Triolein in
Chloroform iibergossen und in der iiblichen Weise gefiillt. Nach dem Trocknen
im Exsiccator betrug das Gewicht des mit Triolein gefiillten Markes 14,1 g. Es
hatte also 7,5 g Triolein aufgenommen. Das Mark wurde nunmehr der Ciaccio-
Behandlung unterworfen. Nach der Einwirkung der beiden Chromierungsbider
und nach der Wisserung hatte das Holundermark seine Farbe nicht verdindert.
Dem &uBeren Anschein nach war keine Chromierung eingetreten. Die darauf
folgende Behandlung mit Alkohol zeigte, daB dabei erhebliche Mengen Triolein
entfernt wurden, denn der abgegossene Alkohol triibte sich auf Zusatz von Wasser
unter langsamer Absetzung von Oltropfen. Nach der Aufbewahrung im Xylol
wurde abgegossen und mehrere Tage unter Vakuum gehalten, um die grofite
Menge des anhaftenden Xylols abzusaugen, Darauf wurde das Holundermark
in einen Schiitteltrichter getan und 3mal mit Chloroform ausgeschiittelt. Das
auf dem Wasserbade abdestillierte Chloroform hinterlieR einen Riickstand, der
stark xylolhaltig war., Das Xylol lieB sich wegen seines hohen Siedepunktes auf
dem Wasserbade nicht vertreiben. Die fetthaltige Xylollosung wurde daher durch
Destillation iiber freier Flamme vom Xylol befreit. Es wurde bis 160° destilliert,
wonach alles Xylol iibergegangen war und das zuriickbleibende Fett sich zu zer-
setzen begann. Die zuriickbleibende Fettmenge wog 4 g. Sie wurde zur Fest-
stellung, ob wihrend der Ciaccio-Behandlung auch Olsiure abgespalten war, mit
Sodalésung verriihrt. Das entstandene Gemisch wurde 3mal mit Petrolither
ausgeschiittelt, die ausgeschiittelte Sodalésung mit Salzsiure angesduert. Bei
Anwesenheit von Olsdure in der Losung hitte sofort Triibung eintreten miissen.
Da dies nicht erfolgte, war in der Sodalssung keine Olsiure vorhanden.

Die Petrolatherldsung hatte nach dem Stehen iiber Nacht eine Gallerte ab-
gesetzt. Sie wurde abfiltriert und 16ste sich unter starkem Schiumen im Wasser.
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Sie bestand aus Natriumoleat, das offenbar kolloidal in den Petrolatherauszug
iibergegangen war. Zur Identifizierung wurde das Oleat mit Salzsiure angesiuert,
und die freigemachte Saure mit Ather ausgeschiittelt. Die dtherische Losung
addierte Brom. Daraus is’c_' zu schliefen, daB wahrend der Ciaccio-Behandlung
aus dem Triolein zum Teil Olsdure entstanden war. Ein Teil der nachgewiesenen
Olsiiure kann durch das Erhitzen auf 160° entstanden sein. Bei der kurzen Rin-
wirkungsdauer der Erhitzung konnte diese Menge nur gering sein und nicht den
groBen, von uns nachgewiesenen Mengen entsprechen.

Ein Teil der Petrolatherlésung wurde mit einer Ldsung von Brom in Petrol-
#ther versetzt. Das Brom wurde gierig verschluckt. Der andere Teil der Petrol-
atherlosung wurde abdestilliert und das zuriickbleibende Triolein, das infolge der
oxydierenden Wirkung des Bichromats braun gefirbt war, zeigte beim Erhitzen
durchdringenden Akroleingeruch, das charakteristische Kennzeichen der Tri-
glyceride. Das Triolein war also zum grofiten Teil nach der Ciaccio-Behandlung
unverdndert geblieben. Da vom Holundermark aus der Chloroformlésung ur-
spriinglich 7,5 g aufgenommen und nach. der Ciaccio-Behandlung und Extraktion
4 g wiedergewonnen worden waren, multen 3,5 g oder rund 47% wihrend der
Ciaccio-Behandlung verlorengegangen sein.

Nachdem in den vorhergehenden Modellversuchen durch Priifung
von Reinsubstanzen gezeigt werden konnte, daf}

1. die Lipoide vm Sinne Ciaccios, von denen wir als Hauptvertreter
Lecithin  priiften, durch die Ciaccio-Methode nur wunvollstindig fixiert
werden (von Lecithin werden fixiert 60—70%);

2. die Fettstoffe, die nicht zu den Lipoiden zihlen, wihrend des Ciaccio-
Verfahrens nur zum Teil entfernt werden (53% Triolein werden nicht
ausgezogen),
sind wir zur Beantwortung der dritten Frage ibergegangen. Wir hofften
durch die Feststellung, wie die Chrombehandlung auf die Lipoide wirkt,
einen Einblick in den Chemismus des Ciaccio-Prozesses zu gewinnen und
damit gleichzeitig die Frage der Moglichkeit einer elektiven Farbung
gewisser Fettstoffe zu beantworten.

Die farberischen Ergebnisse deuteten darauf hin, dafl der ungesittigte
Charakter der Olsiure die Fixierung im Verfahren nach Ciaccio ver-
ursacht. Da Lecithin den Rest.der Olssiure enthilt, war zu vermuten,
daB dieser Olsaurerest wihrend der Ciaccio-Behandlung abgespalten und
chromiert wird, Wir haben uns bemitht, den Nachweis der Richtigkeit
dieser Anschauung durch den folgenden Versuch zu erbringen.

Nachweis von Olsiure als Spaltprodukt des Leeithins nach
Ciaccio-Behandlung.

Es wurde gepriift, ob bei der Ciaccioeinwirkung auf lecithinbeschick-
tes Holundermark Olsgure als Spaltprodukt des Lecithins auftritt, um
eine Stiitze fiir unsere Ansicht zu finden, dall der ungeséattigte Charakter
der Olséure Triger der Ciaccio-Reaktion ist. Die Ausfithrung des Ver-
suches geschah folgendermafen:

Wir fiillten Holundermarkstiicke durch Evakuieren mit einer lecithinhaltigen
Chloroformlésung, Das lecithinbeladene, vom Chloroform getrocknete Holunder-
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mark wurde gewogen. Es hatte um genau 2 g zugenommen und wurde nunmehr
nach der Ciaccio-Methode behandelt. Nach Verdunsten des noch anhaftenden
Xylols aus der letzten Phase der Ciaccio-Behandlung wurde das Holundermark
in moglichst kleine Stiicke zerschnitten, mit verdiinnter Salzséure iibergossen
und auf dem Wasserbade so lange gelinde erwirmt (50—60°), bis die Stiicke sich
benetzten und untersanken. Der entstandene Brei wurde in einen Schiitteltrichter
tibergefiihrt, 3mal ausgeéithert, die 4therische Losung filtriert, mit Natriumsulfat
getrocknet, und der Ather auf dem Wasserbade abgedampft. Als Riickstand blieb
ein braunes (1, das noch stark nach Xylol roch, zu dessen Entfernung das (1 mit
Sodalésung iibergossen wurde. Es schied sich sofort fettsaures Natrium ab, das
in der wasserigen Sodaldsung suspendiert blieb. Zur Entfernung des Xylols wurde
3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die vom Xylol befreite Suspension wurde wieder
mit Salzsiure angesiuert und 3mal mit Ather ausgeschiittelt, wobei sich die Fett-
siuren im Ather 16sten. Die &therische Losung wurde abgegossen und filtriert,
ein Teil davon mit dtherischer Bromlosung versetzt, die sich sofort entfarbte. Ein
anderer Teil wurde mit schwefelsaurer Kaliumpermanganatlosung unterschichtet,
beim Umschiitteln trat sofort Entfarbung ein.

Dadurch war die Anwesenheit ungesdttigter Fettsiuren bewiesen.

Der Rest der dtherischen Losung wurde verdunstet und hinterlie3
wieder braunes Ol, das in Wasser unléslich war, aber keine Quellung und
keinen Lecithingeruch zeigte. Eine veraschte Probe gab keine Triibung
mit Strychninreagens, ein Beweis, dafi kein unversehrtes Lecithin mehr
vorhanden sein konnie.

Wir betrachten das Ergebnis dieses Versuches als einen weiteren
Beweis dafir, daB die Trager der Ciaccio-Reaktion Stoffe mit Liicken-
bindung sind, deren Hauptvertreter die Olsdure ist. Auf die Verhaltnisse
im Gewebe iibertragen, bedeutet dies, daf bei Vorhandensein von Leci-
thin eine Firbung infolge Abspaltung und Chromierung der Olsiure
eintritt.

Das Entscheidende fiir den positiven Ausfall der Ciaccio-Farbung bes
der Anwesenheit von Lecithin ist das Vorhandensein des Olsdurerestes im
Lecithinmolekiil.

Nach den Versuchen, die wir mit Triolein anstellten, ist der Riick-
schlull zu ziehen, daB simtliche Fettstoffe, die den Rest der Olsiure
enthalten, positive Farbung nach Ciaccio ergeben.

Fiir die spétere Organuntersuchung ist der Nachweis bedeutungs-
voll, dal nach Ciaccio-Behandlung von Lecithin kein unverschrtes Le-
cithin mehr nachweisbar ist.

B. Untersuchungen an Organen'.

Nachdem durch die chemische Analyse an der Reinsubstanz fest-
gestellt worden war,daB Fettstoffe, die der Gruppe der Lipoide im engeren
Sinne angehdren, darunter Lecithin, trotz der Behandlung nach Ciaccio
zu einem betrichtlichen Prozentsatze durch organische Lésungsmittel

1 Zu simtlichen Organuntersuchungen wurden Leberstiicke frisch getoteter

Kaninchen verwandt, um Storungen der Reaktion durch postmortale Zersetzungs-
vorginge zu vermeiden.
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extrahierbar sind, also bei Anwendung von Alkohol und Xylol im histo-
logischen Verfahren entfernt und damit der Firbung entzogen werden,
haben wir diesen Befund an Organen nachgeprift.

Nach den histochemischen und chemischen Untersuchungen an der
Reinsubstanz ist fiir die Spezifitit des Ciaccio-Verfahrens zum Nach-
weis bestimmter Fettstoffe die Frage entscheidend, ob die schwer
chromierbaren Fettstoffe, nach unseren Frgebnissen die firbbaren 6l-
saurehaltigen Verbindungen, entfernt werden. Eine Priifung dieser
Frage am ciacciobehandelten Organ mufite aus technischen Riick-
sichten unterbleiben. Eine Bestimmung von Triolein als dem Haupt-
vertreter ungesattigter Triglyceride ist nur nach Verseifung zu Olséure
moglich. Um diese Olsiure als Bestandteil von Triglyceriden sicher zu
charakterisieren, ist es notwendig, sie von anderen Slsdurehaltigen Fett-
stoffen, z. B. Lecithin zu trennen. Diese Trennung gelingt im ciaccio-
behandelten Organ nicht, weil Lecithin Olsdure abspaltet. Wir muBten
uns daher begniigen, durch die Organuntersuchung folgende Fragen
zu kléren.

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

b) LaBt sich durch Isolierung der beim Ciaccio- Verfahren entstehenden
Reaktionsprodukte ein Hinweis auf den Chemismus dieses Farbevor-
ganges gewinnen ?

a) Untersuchungen an ciacciofizierten Organen.

Bei Auswertung der Versuche zur Beantwortung der ersten Frage
war zu beriicksichtigen, daB jedes Organ neben organisch gebundenem
Phosphor! auch anorganisch gebundenen in Form von Phosphaten ent-
hilt, Die Trennung des organisch gebundenen Phosphors von dem
anorganisch gebundenen 1&8t sich bekanntlich im nichtfixierten Organ
durch Ausziehen des Organpulvers mit Alkohol herbeifithren. Da die
Wirkung des Ciaccio-Verfahrens darin besteht, die alkoholldslichen orga-
nischen Phosphorverbindungen, in erster Linie die phosphorhaltigen

1 Die Bestimmung des Lecithing griindet sich auf seinen Gehalt an Phosphor.
Unter Gesamtphosphor ist die Summe von organisch gebundenem und anorganisch
gebundenem Phosphor zu verstehen.

Organischer Phosphor vorwiegend = Lipoidphosphor.

Anorganischer Phosphor = Phosphate.
Die Trennung von organischem und anorganischem Phosphor gelingt durch 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,0; angegeben.
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Lipoide in eine alkoholunlésliche Form tiberzufithren, war eine Trennung
des organisch gebundenen vom anorganisch gebundenen Phosphor im
ciacciobehandelten Organ nur soweit moglich, als der organisch gebun-
dene Phosphor nicht alkoholunlsslich geworden war. Durch vergleichende
Untersuchungen des in nichtfixierter Leber bestimmten Gehaltes an
organischem und anorganischem Phosphor liefi sich der fixierte Anteil des
organisch gebundenen Phosphors in der Ciaccio-Leber ungefihr errech-
nen. Nach Alkoholextraktion des ciacciobehandelten Organs mufite
sich in dem Organriickstand ein Mehr von nichtausziehbarem Phos-
phor finden, das von dem in eine alkoholunlésliche Form itbergefithrten
organischen Phosphor herrithren mulBte.

Fiir die Organuntersuchung erwies sich eine Teilung des Ciaccio-
Verfahrens in zwei Abschnitte als zweckmiBig. Der erste Anteil umfaBt
nur die Einwirkung der Kaliumbichromatbider (Bichromat-Essigsiure-
Formaldehyd-Gemisch und 3proz. Kal.-Bichrom.-Lésung), der zweite
den ganzen Ciaccio-ProzeB einschlieBlich der Alkohol-Xylol-Behandlung.
Diese Teilung wurde vorgenommen, weil es auf diese Weise moglich
war, die ausziehende Wirkung der einzelnen Staffeln des Verfahrens zu
bestimmen. Es war daher notwendig, zuerst festzustellen, ob und wie-
weit eine Verénderung des Gesamtphosphorgehaltes nach der Fixation
des Organs in den Kaliumbichromatbédern eintritt. Zuerst mag es
verwunderlich erscheinen, daB wir die Moglichkeit in Betracht ziehen, da3
die alleinige Behandlung des Organs in den Fixations- und Chromierungs-
gemischen imstande ist, dem Organ gewisse Mengen Gesamtphosphor
zu entziehen. Bisher unversffentlichte Untérsuchungen iiber die Wir-
kung der gebrduchlichen Formollésungen haben uns gezeigt, daB mit
Regelmafligkeit bei Behandlung eines Organs mit Formollésung der
Gesamtphosphorgehalt des fixierten Organs gegeniiber dem gleichen
nichtfixierten Organ abnimmt. Diese mit Hilfe der chemischen Analyse
gewonnenen Befunde bilden eine Erginzung der Untersuchungen von
Hammar, der als erster durch Wagung getrockneter zur Fixierung ver-
wandter, Formalinriickstdnde die extrahierende Wirkung des Formalins
auf Lipoidstoffe im Organ festgestellt hat (s. auch L. Pick, der fest-
stellt, dal Lipoide bereits bei Formalinbehandlung dér Organe nach
einigen Tagen in Losung gehen). Fiir die ciacciobehandelte Leber konn-
ten wir in dem spiter als Beispiel mitgeteilten Versuche® feststellen, daf
der Gehalt an Gesamtphosphor durch die Behandlung in den Chrombddern
gegeniiber der gleichen unfixzierten frischen Leber wm 20% abnimmit. Die
frische Leber enthielt 20,562 mg P,0; als Gesamtphosphor auflg Organ,
die ciacciofixierte nur 16,31 mg P,0; als Gesamtphosphor.

Weiterhin erwies sich die Teilung des Ciaccio-Verfahrens in zwei

! Die Versuche wurden an 4 verschiedenen Lebern durchgefithrt. Der Raum-
ersparnis wegen wird immer nur das Ergebnis einer Versuchsreihe mitgeteilt.



388 C. Kaufmann und E. Lehmann:

Abschnitte als zweckméaBig, weil die Ergebnisse unserer Untersuchungen
am vollig ciacciobehandelten Organ zeigten, daB in die Alkohol- und
Xylolbéder nach Fixierung und Chromierung noch organischer Phosphor
iibergeht, also aus dem Organ ausziehbar ist. Es muBte also ein Teil des
im Organ befindlichen, organischen Phosphors durch das Ciaccio-Ver-
fahren nicht in eine unlésliche Form gebracht worden sein. Die Menge
dieses ausziehbaren Phosphors schwankt in den einzelnen Versuchen
an den gleichen Organen verschiedener Kaninchen. Um sie in einer
mdglichst von Schwankungen freien Form, wie sie bei dem histologischen
Verfahren durch Temperatureinfliisse und die verschiedene Dauer
der Behandlung in den Alkohol- und Xylolbddern unvermeidlich sind,
zu bestimmen, haben wir nach der Kalium-Bichromatbehandlung Organ-
stiicke im Soxhlet mit Alkohol extrahiert. Wir konnten nun genau
bestimmen, welche Menge organischen Phosphors nach der Ciaccio-
Fixation noch in organischen Losungsmitteln 16slich war. Die bei der
Organeinbettung verwandten Bider stellen naturgemil ein milderes
Verfahren dar als die Soxhlet-Extraktion, und wir méchten das Ergeb-
nis unseres Versuchs auch nur dahin werten, dafi-er uns genau zeigt,
wieviel organischer Phosphor nach Ciaccio-Behandlung unfixiert zuriick-
bleibt, also moglicherweise ausziehbar ist.

Durch Alkoholextrakiion Uieflen sich aus 1g ciacciofixierten Organs
2,92 mg P,0, auszichen, das sind 32,2 % des organischen Phosphor-
gehaltes der gleichen unfixierten Leber.

Es wurde also zuerst gezeigt, dal die Kaliumbichromatbider 209,
des Gesamtphosphors entziehen, weiterhin, dal nach der Kalium-
bichromatbehandlung noch alkoholldslicher organischer Phosphor im
Gewebe vorhanden ist. Hiermit war erwiesen, dafl der organische Phos-
phor durch Ciaccio-Behandlung nicht vollstindig im Organ fixiert wird.
Wir haben uns dann bemiiht festzustellen, wieviel organischer Phosphor
in eine alkoholunlésliche Form iibergefithrt wird. Leider st6Bt eine in
Prozentzahlen ausgedriickte Berechnung des im Organ fixierten lipoi-
den Phosphors auf groBe Schwierigkeiten. Wir sahen, da 20% des Ge-
samtphosphors in die Chrombider iibergehen. Zu einer exakten Be-
stimmung des im ciacciofixierten Organ verbliebenen, in eine alkohol-
unlésliche Form iibergefithrten, frither organischen Phosphors hitten
wir wissen miissen, wie sich die durch die Kaliumbichromatbéder aus-
gezogenen 20% Cesamtphosphor auf organischen und anorganischen
Phosphor verteilen. Das war nicht méglich, weil die organischen Phos-
phorverbindungen bei ihrem Ubertritt in die Chrombiider Veréinderungen
erleiden, die ihre Extraktion mit organischen Lésungsmitteln und somit
ihre analytische Erfassung unmoglich machen.

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

Tabelle 8.

Ausziehbarer Phosphor

Nichtausziehbarer

. Gesamiphosphor

Magerial als P,0; Phosphor als P,0; als P05
Frische unfixierte| Alkoholauszug 9,06 Organ 11,46 20,52

Leber Organischer P,0;  |Anorganischer P,0;
Ciacciofixierte Leber | Alkoholauszug 2,92 Organ 13,39 16,31

Unfixierter organi- |Fixierter organi-

scher P,0; scher 4- anorgani-

scher P,0;

Verlust durch die Kaliumbichromatbader: 4,21 = 20%.

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

In der ciacciofixierten Leber waren 2,92 mg organischen Phosphors
unfixiert geblieben. Nichtextrahierbar waren 13,39 mg. Diese setzen
sich zusammen aus dem anorganischen Phosphor und dem durch das
Ciaccio-Verfahren in eine alkoholunléstiche Form iibergefithrten organi-
schen Phosphor. Es wire nun leicht, einen genauen Wert fiir den ge-
samten fixierten organischen Phosphor anzugeben, wenn uns nicht ver-
borgen bliebe, wie sich der in die Kaliumbichromatbéider tibergegangene
Phosphor auf organischen und anorganischen verteilt. Wir haben oben
erklirt, warum diese Feststellung undurchfithrbar war. Um nun zu einiger-
malen brauchbaren Werten zu kommen, miissen wir der folgenden Be-
rechnung zwei Méglichkeiten zugrunde legen. Machen wir zuerst die un-
wahrscheinliche Annahme, daf der gesamte in die Chrombéader iiber-
gegangene Phosphor anorganischer Herkunft ist, so ergibt sich folgendes:
In der Ciaccio-Leber mufl sich der gesamte organische Phosphor des
frischen Organs finden mit Ausnahme des durch die Alkoholextraktion
entzogenen organischen Phosphors. Das waren in unserem Falle 9,06 mg
P,0; (Gehalt der frischen Leber an organischem Phosphor), weniger
2,92mg P,0; (ausgezogener organischer P,0, aus ciacciofixiertem Organ)
= 6,14 mg P,0; oder 67,3%. Es wiren also nur 67,3% organischen
Phogphors als fixiert zu betrachten.

Im zweiten Falle machen wir die Annahme, dal anorganischer und
organischer Phosphor im Verhéltnis des Gehaltes der frischen Leber an
anorganischem und organischem Phosphor in die Chrombider iiber-
gegangen sind. Da der Verlust an Gesamtphosphor 20% betrug, miiliten
sowohl 20% des organischen wie 20% des anorganischen Phosphors in die
Kaliumbichromatbiider iibergegangen sein. Der Gehalt der frischen
Leber an organischem Phosphor betrug 9,06 mg P,0; pro 1g Organ.
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20% dieses Gehaltes, die in den Kaliumbichromatbéddern verlorengehen,
sind 1,81 mg P,0,. Bei Subtraktion dieser Menge von 9,06 ergibt
sich ein Wert von 7,25 mg P,0, fir den Gehalt der Ciaccio-Leber
an organischem Phosphor. Diese 7,25 mg P,0; miissen noch um die
2,92 mg P,0; betragende Menge des aus der Ciaccio-Leber extrahierten
organischen Phosphors vermindert werden, um den Gehalt der Ciaceio-
Leber an tatsichlich fixiertem organischem Phosphor mit 4,33 mg P,0;
pro 1g Organ zu bestimmen, d.h. 47,8% des organischen Phosphors der
frischen Leber.

Wir mufiten aus den oben angefihrten Grinden eine sicherlich nicht
vollig befriedigende Rechnung zugrunde legen und finden dann zur Be-
antwortung der ersten, von uns gestellten Frage, daf in ciacciofixierten
Organen nur noch 80% des Phosphorgehaltes der frischen Leber vor-
handen sind. 20% des Gesamtphosphorgehaltes werden durch die Chrom-
bider aunsgezogen. Von diesem 80 % betragenden Gesamtphosphorgehalt,
der nach Ciaccio fixierten Leber werden, je nachdem wieviel organischer
Phosphor in die Kaliumbichromatbédder ibergeht, etwa 46,6% bis
hochstens 67,3% des organischen Phosphors der Fixationswirkung, wie
sie von Ciaccio angenommen wird, unterliegen.

Extraktionswirkung der bei der Organeinbettung angewandten organischen
Lisungsmittel Alkohol und XyloL

Die vorstehenden Ergebnisse tiber die Fixationswirkung der Chrom-
verbindungen beziehen sich auf Organe, die nur mit den Ciaceio-Fliissig-
keiten I und TI behandelt worden waren. Die im normalen Gang der
(Ciaccio-Behandlung folgende Einwirkung von Alkohol und Xylol war
mit der obenerwihnten Begriindung fortgelassen und durch eine
Soxhletextraktion mit heifem Alkohol ersetzt worden. Daher multe
jetzt festgestellt werden, welche Verluste an Gesamtphosphor durch den
normalen Weg der Methode von der Chromfixierung bis zur Xylol-
behandlung im Vergleich zu frischer Leber entstehen. Die Priifung
zeigte, daB vollig ciacciobehandelte Leber nur noch 70 % des in der frischen
Leber vorhandenen Gesamtphosphors enthielt, dal somit 30% des Ge-
samtphosphors durch den vollsténdigen Ciaccio-Prozel entfernt sein
muBten. Mit dem Gehalt der ciacciofizierten Leber verglichen, der
80% der frischen Leber betrug, ergibt sich, da durch die organischen
Losungsmittel (Alkohol, Xylol), deren Anwendung bei der Organein-
bettung notwendig ist, 10% des Gesamtphosphors ausgezogen werden.

Bei der technischen Schwierigkeit der Untersuchungen am Organ
im Gegensatz zur Priifung an der chemischen Reinsubstanz wurden
die einzelnen Abschnitte der Organuntersuchungen in verschiedenen
parallel laufenden Analysen an den Lebern von 4 Kaninchen gepriift.
NaturgemiB schwanken die gefundenen Werte der einzelnen Fille in
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individuellen Grenzen. Die im folgenden angefithrten Analysen stellen
Mittelwerte dar, die Prozentzahlen unserer Beispiele sind also auch nur
als mittlere Werte zu betrachten. Es konnte in den Untersuchungen
nachgewiesen werden, dall die Menge des durch die organischen Losungs-
mittel aus Kaninchenleber ausziehbaren Phosphors zwischen 5% und
20% schwankt. In dem von uns als Beispiel angefiihrten Falle betriigt die
Menge des mit organischen Losungsmitteln — wie sie im histologischen
Verfahren angewendet werden — extrahierbaren Phosphors 10%.

Nachdem durch die vorstehenden Untersuchungen festgestellt worden
war, daBl wahrend der Ciaccio-Behandlung 5—20% des in einer Leber
vorhandenen Phosphors durch die bei der Organeinbettung angewandten
organischen Losungsmittel entzogen werden, wurde untersucht, wie sich
dieser Prozentsatz auf die einzelnen Behandlungssabschnitte der Alkohol-
Xylolreihe verteilt. Als wesentliches Ergebnis ist zu betrachten, daB
sich der bei weitem grofite Anteil des ausgezogenen Phosphors in der auf-
steigenden Alkoholreihe nachweisen lie, wihrend sich in dem Xylol
entweder kein oder nur Spuren Phosphor finden. Von dem in dem
untersuchten Fall 17,2 mg betragenden Gesamtgehalt der Ciaccio-Leber
nach der Chrombehandlung und der Waschung mit Wasser wurden
durch die lssende Wirkung der steigenden Alkoholreihe 2,9 mg pro
lg Organ, d.h. 16,8% des Gesamtphosphors entfernt. In den an-
schlieBenden Bédern (Alkoholxylol und Xylol) konnte kein Phosphor
mehr nachgewiesen werden.

Beschreibung der Versuche zur Fixationswirkung des Ciaccio-Verfahrens.
I, Chromfixierung nach Ciaccio ohne Alkoholxylolbehandlung,

Die Arbeitsmethode bestand in einer Extraktion von frischer und
ciacciofixierter Leber mit Alkohol. Durch Extraktion mit Alkohol war
eine Trennung von anorganischem und organischem Phosphor bei den
angefiihrten Organen zu erreichen. Die Ergebnisse der Extraktion
wurden dann untereinander verglichen. Die Bestimmung geschah in
jedem Falle so, daB die Leberstiicke im Vacuum bei der Siedetemperatur
des Chloroforms getrocknet und nach dem Trocknen gepulvert wurden.
Eine gewogene Menge des Leberpulvers wurde sodann mit Alkohol
14 Stunden lang im Soxhlet ausgezogen. Dieses Vorgehen -bot ‘Gewihr
dafir, dafl der ‘Alkoholauszug den gesamten organisch gebundenen
Phosphor enthielt. Der anorganische Phosphor blieb als alkoholunlés-
lich im Extraktionspulver zuriick und war daraus durch Veraschung fest-
zustellen. Die Summe des im Auszug und des im Riickstand gefundenen
Phosphors.ergab den Gehalt der verschiedenen Lebern an Gesamtphos-
phor. Die Einwagen fiir die Extraktionen wie auch fiir die Bestimmung
des nichtausziehbaren Phosphors aus dem extrahierten Organpulver
waren jedesmal verschieden. Die erhaltenen Einzelergebnisse wurden
zam Vergleich untereinander stets auf 1 g Trockenorgan umgerechnet.

Virchows Archiv. Bd. 270. 26
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1. Untersuchung frischer Leber.

a) Bestimmung des organischen Phosphors aus dem Extrakt.

Von einer frischen Leber wurden nach dem Trocknen und Pulvern 2,5 g
eingewogen und extrahiert. Der Auszug wurde auf 250 ccm auvfgefiillt. Davon
wurden 25 ccm verascht, neutralisiert und auf 100 cem aufgefiillt. 1 com hiervon
wurde zur Bestimmung verwendet.

Ablesungsmittel: 13,2;
P,0;-Faktor: 0,0227;
gefunden: 22,7 mg P,0,.
Ablesungsmittel: 13,3;
P,0;-Faktor: 0,0226;
gefunden: 22,6 mg P,0,.

Bei Umrechnung auf 1g ergibt sich als Mittel aus beiden Bestimmungen
ein Gehalt des Alkoholextraktes von 9,06 mg P,0;.

b) Bestimmung des anorganischen Phosphors ans dem Riickstand.

Von dem nach der Alkoholextraktion im Vakuum getrockneten Leberpulver
wurden 0,1527 g zur Veraschung eingewogen. Nach Veraschung und Neutralisation
wurde auf 100 ccm aufgefiillt und davon 1,5 ccm zur Bestimmung entnommen.

Ablesungsmittel: 11,7; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;5-Faktor: 0,0259; Verdiinnung: 66,6fach;

gefunden: 1,73 mg P,0,.
Ablesungsmittel: 11,4;
P,0,-Faktor: 0,0263;
gefunden: 1,75 mg P,0;.

Bei Umrechnung auf 1g ergibt sich als Mittel aus beiden Bestimmungen
11,46 mg P,0;.

2. Untersuchung Cliacciofixierter Leber.

a) Bestimmung des organischen Phosphors aus dem Extrakt.

2,23 g getrocknetes Ciaccioleberpulver wurden 14 Stunden mit Alkohol
ausgezogen, der Extrakt auf 250 cem gebracht, davon 25 cem verascht und nach
dem Neutralisieren auf 100 ccm aufgefiillt. Daraus wurden 2mal je 5com zur
Bestirnmung entnommen.

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

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdiinnung: 10- und 100{fach;

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdiinnung: 66,6fach;

Ablesungsmittel: 9,1;
P,0,-Faktor: 0,0330;
gefunden: 6,60 mg P,0;.
Ablesungsmittel: 9,3;
P,0;-Faktor: 0,0322;
gefunden: 6,44 mg P,0;.

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdiinnung: 10- und 20{fach;

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdiinnung: 10- und 20fach;

Aus 1 g Ciaccioleber waren mit Alkohol ausziehbar 2,92 mg P,0;.

b) Bestimmung des alkoholunléslichen Phosphors aus dem Riickstand.

Nach dem Trocknen im Vakuum wurden von dem ausgezogenen Leberpulver
0,1180 g zur Veraschung eingewogen. Nach dem Neutralisieren wurde auf 250 ccm
aufgefiillt und davon je 2mal 5 com zur Bestimmung entnommen.

Ablesungsmittel: 9,6;
P,0,-Faktor: 0,0312;
gefunden: 1,56 mg P,0;.
Ablesungsmittel: 9,4;
P,0;-Faktor: 0,0319;
gefunden: 1,59 mg P,0;.

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdiinnung: 50{fach;

bei Vergleichsstellung: 10;
Verdinnung: 50fach;

1 g des Riickstandes enthielt 13,39 mg P,0;.
Die Zahlen geben mg P,0, pro 1g Trockenorgan an.
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ILI. Chromfixierung bei vollstindiger Ciacciobehandlung (einschlieBlich der
Alkohol-Xylol-Behandiung).
Von dem ciacciobehandelten Organpulver wurden 0,2602g im Kjeldahl-
Kolben verascht, neatralisiert und auf 100 eccm aufgefilllt. 10 cem hiervon wurden
auf 75 cem verdiinnt und davon 2mal je 5 ccm zur Bestimmung verwendet.

Ablesungsmittel: 12,1; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0248; Verdiinnung: 10- und 15fach;
gefunden: 3,72 mg P,0;.

Ablesungsmittel: 12,4; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0242; Verdiinnung: 10- und 15fach;

gefunden: 3,63 mg P,0;.
Mittel aus beiden Bestimmungen 3,68 mg P,0,. Daraus ergibt sich fir 1g
Ciaccioleber an fixiertem Gesamtphosphor 0,0143 g P,0;.

III. Phosphorgehalt der Alkohol-Xylol-Reihe.

Die aus 3,53 g Ciaccio-behandelter Leberstiicke stammenden Losungsmittel
— Alkohol, Alkohol-Xylol und Xylol — wurden jedes fiir sich auf Phosphorgehalt
analysiert.

1. Phosphorgehalt der Alkoholfraktion.

Die alkoholische Losung, die intensiv nach Lecithin roch, umfafite 295 cem,
von denen 50 cem getrocknet, verascht, neutralisiert und auf 75 cem aufgefiillt
wurde. Dieser Losung wurden einmal 3 und einmal 1 cem zur Bestimmung ent-
nommen.

Ablesungsmittel: 4,3; bei Vergleichsstellung: 10;
P,0;-Faktor: 0,0700; Verdiinnung: 5,9- und 25fach;
gefunden: 10,32 mg P,0;.

Ablesungsmittel: 13,1; bei Vergleichsstellung: 10;
P,05-Faktor: 0,0229; Verdiinnung: 5,9- und 75fach;

gefunden: 10,14 mg P,0;.

Mittel aus beiden Bestimmungen 10,23 mg P,0;. Aus 1g Ciaccioleber
gingen in den Alkohol 2,9 mg P,0;.

2. Phosphorgehalt -der Alkohol-X ylolfraktion.

Die aus dem 2. Abschnitt der Ciacciobehandlung stammende Alkohol-Xylol-
menge bestand aus 100 cem. Davon wurden 25 ccm verdampft, verascht, neutra-
lisiert und auf 75 com aufgefiillt. Auf Zusatz von Strychninreagens entstand
weder mit 5 com noch mit 10 und 25 cem dieser Losung eine Tritbung. Es war also
in diesem Anteil kein Phosphor mehr vorhanden.

3. Phosphorgehalt der Xylolfraktion.

Das von der 3.Periode der Ciacciobehandlung kommende Xylol konnte
erwartungsgemill keinen Phosphor mehr enthalten. Dies bestitigte sich auch
bei der Veraschung des Riickstandes aus 25 cem, der im ganzen 96 ccm betragenden
Xylolmenge. Nach dem Neutralisieren und Verdiinnen auf 75 cecm riefen 25 cem
davon keine Triilbung des Strychninreagens hervor.

Nachweis von Olsiiure als Spaltprodukt im Organ nach Ciacciobehandlung.
Chemismus des Firbevorganges.

Die soeben beschriebenen Abschnitte der Organuntersuchung hatten
die Losung der Frage tiber die Fixationswirkung der Ciacciomethode
gebracht. In den folgenden Versuchen wurden die im Organ nach der
Ciacciobehandlung entstehenden Spaltprodukte zu bestimmen versucht,
um damit einen Hinweis auf den Chemismus des Firbevorgangs zu ge-

26*
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winnen. Da als Spaltprodukt im Organ Olsdure nachgewiesen wurde,
die nach den fritheren Ausfithrungen sowohl vom Lecithin als auch von
ungeséttigten Triglyceriden stammen konnte, scheint uns dieses Ver-
suchsergebnis als letztes, schwerwiegendes Beweisstiick gegen die An-
nahme einer spezifischen Lipoidfirbung von Bedeutung.

Die Féarbeversuche von Reinsubstraten hatten den Hinweis gegeben,
daB der Tréger der Ciaccioreaktion der ungesittigte Charakter des Ol-
séiurerestes sei, und bei der Ciacciobehandlung von lecithinbeladenem
Holundermark wurde nachgewiesen, dafl das Lecithin zum Teil wihrend
der Behandlung in Fettsiuren gespalten wird, von denen die Olsiure
charakterisiert werden konnte. Am trioleinbeschickten Holundermark
war gefunden worden, dal auch das Triolein nach der Einwirkung der
Ciaccioreagentien z. T. in Olsiure und in deren Oxydationsprodukte
tibergefithrt wird. Es war nun zu untersuchen, ob sich diese Befunde
am Organ bestitigten. Wenn sich anch am Organ zeigen lieB, daB Ol-
sdure als Spaltprodukt nach der Ciacciobehandlung auftrat, so konnte
die Olsaure sowohl aus Lecithinen als auch aus ungesattigten Triglyce-
riden stammen. Das Enischeidende dieser Untersuchungen ist darin zu
sehen, dafi es gelungen ist, in ciacciobehandelten Organen Olsiure, aber
kein unversehrtes Lecithin nachzuweisen. Diese Olsiure ist sicherlich z. T.
als Spaltprodulkt des Lecithins zu betrachten. Zum anderen Teil jedoch
entstammt sie Triglyceriden, die nachgewiesenermafen durch das Ciaccio-
verfahren nicht anndhernd restlos entfernt werden.

Bei der Durchfithrung der Untersuchung gingen wir von folgender
Uberlegung aus. Das Ciaccioverfahren besteht im wesentlichen in einer
Beladung des behandelten Organs mit Chromverbindungen. Wie ein-
gangs bewiesen, bringt allein die Chromlésung I, die 3 wertiges Chrom
enthilt, die chromierende Wirkung hervor. Dieses 3 wertige Chrom, das
in der Essigsiiure und Ameisensiure enthaltenden Losung als Acetat bzw.
Formiat zur Binwirkung gelangt, bildet mit den im Organ schon vorhan-
denen léslichen Salzen und den erst wihrend der Behandlung abgespal-
tenen Sauren, je nachdem, ob im Gewebe schwach saure oder schwach
alkalische Reaktion vorwaltet, unltsliche, neutrale oder basische Chrom-
salze. Auch die Bildung von unléslichen Komplexsalzen ist bei der groBen
Anzahl der vorhandenen Stoffe anzunehmen, ebenso die Entstehung von
Chromadsorptionsverbindungen. Um die an diesen verschiedenen Chrom-
verbindungen hingeriden Fettanteile wieder freizulegen, mufBiten Mineral-
shuren (z. B, Salzssiure) angewandt werden, und die auf diese Weise
vom Chrom getrennten Fettstoffe muBten durch Ather ausziehbar sein.

Beschreibung der Versuche.

Ciacciobehandelte Leber wurde durch Trocknen im Exsiccator von
Xylolresten abgesaugt und im Moérser gepulvert. 6,4 g davon wurden
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mit 220 com 2proz. Salzsture iibergossen und auf dem Wasserbade
so lange erwarmt, bis die anfangs nicht benetzbaren, oben schwimmenden
Organflocken sich entfirbten, untersanken und die Flissigkeit infolge
der Auflosung des Chroms grime Firbung annahm. Nach dem Ab-
kithlen wurde 3mal ausgeidthert, die #therische Losung mit Natrium-
Sulfat getrocknet, und der Ather abdestilliert. Es hinterblieb ein gelb-
liches Ol, das nach dem Absaugen der Atherreste im Exsiccator
Krystalle ausschied. Der erhaltene Riickstand war unléslich in Wasser,
I6ste sich aber vollig klar in Soda, wodurch die Anwesenheit von Siuren
erwiesen war. Unversehries Lecithin konnte nicht festgestellt werden.
Es hitte sich durch seinen charakteristischen Geruch und durch sein
hohes Quellungsvermdgen im Wasser oder in der Sodalésung als Trii-
bung verraten miissen. Fbensowenig konnten phosphorhaltige Spalt-
produkte des Lecithins in einer Probe des Atherriickstandes nach Ver-
aschung mit Schwefel- und Salpetersiure und Priifung mit Strychnin-
reagens nachgewiesen werden. Dagegen ergab die Loésung des Oles in
Soda nach dem Ansduern mit Essigsiure auf Zusatz von Bleiacetat einen
Niederschlag von fettsaurem Blei, eine andere Probe mit Kupferacetat
in essigsaurer Losung einen griinen Niederschlag von fettsaurem Kupfer.

Zur naheren Charakterisierung der vorliegenden Fettsiuren wurden
nochmals 3 g Ciaccioleber derselben Behandlung unterzogen. Ein Teil
vom Verdampfungsriickstand des Atherauszuges wurde wieder in Ather
gelost und verdiinnte, &therische Bromlésung hinzugetropft. Es trat
sofort Entfarbung ein, ohne Bromwasserstoffentwicklung, ein Beweis,
daB ungesittigte Siduren vorliegen muBiten. Ebenso wurde verdiinnte,
schwefelsaure Kaliumpermanganatlésung in der Kilte sofort entfirbt.
Dies war ein weiterer Beweis dafiir, daff mindestens ein Teil der gewonne-
nen Sduren ungesdttigten Charakter haben miisse, dafi also Olsiure vor-
handen war.

Welehe SehluBfolgerungen ergeben sich fiir die Verwendung der
Ciacciomethode in der histologischen Technik?

Wir miissen es nach dem Ergebnis unserer Untersuchungen als fest-
stehend betrachten, daB die Ciacciomethode auch unter Einhaltung
genauester methodischer Vorschriften eine Spezifitit zum Nachweis
bestimmter Fettstoffe, insbesondere der Lipoide, nicht besitzt., Die
Ansicht Ciaccios, daB die Chrombider eine starke Wirkung auf die
Lipoidstoffe ausiiben, konnte von uns weitestgehend bestitigt werden.
Soll jedoch das Verfahren zur Lipoidbestimmung geeignet sein, so miiBte
die Annahme Ciaccios zutreffen, daB alle iibrigen Fettstoffe, auBer den
Lipoiden, entfernt werden. Diese Annahme trifft, wie einwandfrei
gezeigt werden konnte, nicki zu. Somit ist fiir die Beurteilung des
Verfahrens unser Nachweis entscheidend, daB die Stoffe, die nicht zu
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den Lipoiden zdhlen, wihrend des Verfahrens nur teilweise entfernt
werden, also bei der Sudanfiarbung mitgeférbt werden.

Fiir die morphologische Betrachtung mufl man daher beachten, daf
die ,,ciacciopositiven Feitstoffe”™ ein Gemisch von Fetfen wungesdttigten
Charakters darstellen.

Zusammenfassung.

Wiederholen wir nunmehr zum Abschlu} in kurzen Ziigen das Er-
gebnis der verschiedenen Untersuchungsreihen, so war es unser Bestreben,
durch exakte Versuchsbedingungen ein miglichst lickenloses Bild der
von Ciaccio zum Lipoidnachweis angegebenen Methode zu liefern. Es
geschah dies nicht nur wegen der Bedeutung, die dieser Methode zu-
gemessen wird, wie aus zahllosen Arbeiten ersichtlich ist, sondern
um zu zeigen, welche Vorbedingungen zu erfiillen sind, um die
Leistungsfahigkeit einer histochemischen Methode, zum Nachweis
bestimmter chemischer Stoffe zu pridfen. Die Priiffung der Ciaccio-
methode und die hierbei gewonnenen Ergebnisse betrachten wir als
wesentliche Stiitze unserer schon frither dargelegten Amnschauungen,
daf die histochemischen Feltfirbeverfahren zur Unierscheidung be-
stimmiter, chemisch abgrenzbarer Feitstoffe als unbrauchbar abzulehnen
sind. Exakte Priifungsbedingungen erblicken wir in der histochemischen
Priifung der Reinsubstanz und in der chemischen Organanalyse. Fir
die histochemische Priifung der Reinsubstanz empfehlen wir die von
uns angewandte Holundermarkmethode, von deren Brauchbarkeit uns
die chemische Vergleichsuntersuchung iberzeugt hat. Wir konnten
nachweisen, dafl bei dem von uns empfohlenen Aufsaugeverfahren die
Mischungsbestandteile der verwendeten Fettmischung in das Holunder-
mark eingehen.

Die Ciacciomethode stiitzt sich auf die Tatsache, daB Chromsalze mit
Lecithinen chemische Verbindungen eingehen. Die Lipoide sollen durch
Fixation mit Chromsalzen in organischen Lésungsmitteln ({Alkohol,
Xylol) unléslich werden, wihrend diese Losungsmittel die nicht chro-
mierten Fettstoffe, also die Nichtlipoide nach Ciaccio ausziehen sollen.

Von der Tatsache ausgehend, dall nur 3wertiges, griines Chrom
chromierend wirken kann, konnten wir im Gegensatz zu den bisherigen
Anschauungen zuerst feststellen, daf die chromierende Wirkung nur
dem Chrom-Essigsaure-Formaldehydgemisch zugesprochen werden kann.

Die von Ciaccio an Reinsubstanzen im Zigarettenpapierversuch er-
hobenen Befunde, welche die Grundlage seiner Anschauung bilden, daB
die von ihm angegebene Methode zum Nachweis der Lipoide spezifisch
sei, muBten wir ablehnen. Der Zigarettenpapierversuch ist unbrauchbar
und es gelingt miihelos, durch Anderung des Priifungsverfahrens génz-
lich andere Farbeergebnisse zu erzielen.
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Nach einer von uns als zweckmiBig befundenen und empfohlenen
Priifung in 3—5 mm dicken Holundermarkstiicken konnten wir fest-
stellen, daBl similiche Fettstoffe mit Ausnahme der gesittigten Triglyceride
nach Claccio fdrbbar sind.

Nach unseren durch das Ciaccioverfahren gewonnenen Férbeergeb-
nissen wird eine Einteilung der Fettstoffe in chromophile (Stoffe mit
Liickenbindung, Olssure, Triolein, Lecithin und Cholesterinélsiureester,
ganz allgemein Olsdure und ihre Verbindungen) und chromophobe
(gesattigte organische Stoffe, Stearinsdure, Stearinséureester, Palmitin,
Palmitinsdureester und Cholesterin) vorgeschlagen.

Triger der Craccioreaktion sind simtliche Fetistoffe mit ungesdtiigten
Fettsiureresten. Es gelingt daher nicht, eine Scheidung von sogenannien
Lipoiden und ungesdttigten Neutralfetien herbeizufiihren.

Um unseren Ergebnissen eine breitere Grundlage zu geben, haben wir
versucht, den Ciaccioprozef3 an der Reinsubstanz und am Organ chemisch
zu erfassen. Wir haben zuerst die Frage beantwortet, welche Mengen von
Lipoiden im Modellversuche und im Organ durch das Ciaccioverfahren
fixiert werden, und weiterhin den fiir die Beurteilung der Methode ent-
scheidenden Nachweis erbracht, daB Stoffe, die nicht zu den Lipoiden im
Sinne Ciaccios gehdren, wihrend des Verfahrens nur teslweise entfernt
werden. Wir konnten am Modellversuche zeigen, daf von einer bestimm-
ten Lecithinmenge nur etwa 62—67% durch die Kaliumbichromatbéder
fixiert werden. Von einer bestimmten Trioleinmenge werden im Modell-
versuche nur 47% beim Ciaccioverfahren durch die organischen
Losungsmittel entfernt. Die iibrigen 53% bleiben zuriick, spalten teil-
weise Olsaure ab und ergeben somit nach Ciaccio positive Farbungen.
Es ist also eine irrige Annahme, dall Stoffe, die nicht zur sogenannten
Gruppe der Lipoide zihlen, wihrend des Verfahrens entfernt werden.
Nachdem dieser Nachweis einwandfrei gelungen ist, diirfen wir es als
nicht mehr angéngig bezeichnen, der Methode eine Bedeutung zur Unter-
scheidung bestimmter Fettstoffe zuzusprechen.

Lecithin spaltet wihrend der Ciacciobehandlung Olsiure ab, die fiir
den positiven Farbeausfall verantwortlich ist.

An ciacciobehandelten Organen gelang der Nachweis, dafB allein
durch die Kaliumbichromatbider 20% des Gesamtphosphors entfernt
werden. Im Organ werden 47,8—67,3 % des organisch gebundenen
Phosphors, also vorwiegend des Lecithinphosphors, durch das Ciaccio-
verfahren fixiert. Die zur Anwendung gelangende aufsteigende Alkohol-
reihe entfernt bis zu 20% des Gesamtphosphors.

Auch im ciacciobehandelten Organ ist der Nachweis von Olsiure als
Spaltprodukt gelungen. Diese kann sowohl von Lecithin als auch von un-
gesittigten Fettstoffen stammen. Die Ciaccio-Methode ist somit nicht
als spezifisches Lipoidnachweisverfahren zu betrachten. Positiver Aus-
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fall der Ciacciofirbung spricht nur fiir das Vorhandensein ungesittigter
Fettstoffe mit dem Rest einer ungesittigten Fettsiure. Eine Anhiufung
ciacciofdrbbarer Fettstoffe im Gewebe darf nicht als Gradmesser fiir das
Vorhandensein von sogenannten ,,Lipoiden‘ verwertet werden.

Bei weiterer Verwendung der Methode darf kein Zweifel dariiber
herrschen, daf die ciacciopositiven Fetistoffe ein Gemisch von Feitstoffen
ungesdttigten Charakters darstellien. EHine Abgrenzung einer bestimmien
Gruppe von Fettstoffen durch die Methode ist nicht moglich.
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