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In meiner frither in diesem Archiv verdffentlichten Arbeit habe ich
nachweisen kénnen, daBl es bei Anwendung der von mir vorgeschlagenen
Methode der Sudanfarbung gelingt, einige gewshnlich nicht nachweisbare
Lipoidstrukturen in den Zellen darzustellen. Amnscheinend vermogen
auch andere, in der letzten Zeit von verschiedenen Untersuchern (Szan-
troch u. a.) angegebene Modifikationen der Sudanfirbungsmethode den
Kreis der ,,darstellbaren Lipoide noch zu erweitern.

Trotzdem fehlt es auch bis jetzt an Ubereinstimmung in den An-
schauungen beziiglich des Vorkommens der Lipoidsubstanzen bei manchen
im normalen Zustande sich befindenden Zellarten. So treffen wir in den
Arbeiten dlterer und neuerer Forscher Hinweise darauf, daf3 in verschieden-
artigen Zellen Einschliisse fettiger Natur entdeckt wurden; dabei wird
aber gar nicht erwahnt, daf z. B. in den Leukocyten im normalen Zu-
stande eine Lipoidkérnelung immer vorhanden ist. Nach meinen Beob-
achtungen ist das Fehlen des Lipoidsubstrates in den Leukocyten nur
bei tiefen degenerativen Verdnderungen moéglich, und selbst in diesem
Falle beobachten wir nur ein teilweises Verschwinden des Lipoidstoffes.
Nicht geniigend gewiirdigt und wenig erforscht ist auch die Moglichkeit
der Ermittelung des Lipoidsubstrates in verschiedenartigen protoplas-
matischen Strukturen, im Chondriom u. a. (z. B. in Nierenepithelien, in
den Epithelzellen verschiedener driisigen Organe usw.), wie sie einer
Reibe von Forschern gelungen ist (s. z. B. die Arbeit von Traing).

Das Auseinandergehen der Ergebnisse verschiedener Forscher beziig-
lich des Vorkommens lipoider Zellbestandteile ist zundchst auf die Ver-
schiedenheiten der Methode des Lipoidnachweises mit Hilfe eines und
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desselben fiir Lipoidfirbung am meisten gebriuchlichen Farbstoffs
~ Sudan III (bzw. Scharlach R) — zuriickzufiihren.

Bei Anwendung verschiedener Sudanlosungen sollte man sich nicht
nur mit dem bloBen Nachweis der Lipoide begniigen, sondern auch der
Erforschung derjenigen chemischen Komplexe mit denen der Lipoidstoff
verbunden ist, nahertreten. Von groBer Bedeutung wére es ferner, auf-
zukliren, dank welchen strukturellen Verinderungen Lipoidstoffe in
einigen Fallen sich nur mit speziellen Féarbungsmethoden darstellen lassen,
wihrend in anderen die gewdéhnlich nicht darstellbaren Lipoide bei patho-
logischen Prozessen dennoch gefiarbt werden kénnen.

Fiir Lipoidfdrbung gebrauchte ich die von mir vorgeschlagene (im
Zbl. Path. beschriebene) Sudan IIT.a-Naphthol-Férbungsmethode und
vergleichsweise auch die iibliche Methode der Sudanfirbung, sowie die
Firbung mit vorher gekochten Sudanlésungen.

Wie aus meinen an verschiedenartigen Objekten ausgefithrten Unter-
suchungen zu ersehen ist, wechselten die Ergebnisse der Ermittlung der
Lipoidstoffe erheblich, je nachdem, welche Sudanfirbungsmethode
angewandt wurde.

Viele Forscher sehen den Grund des verschiedenen Farbungseffektes
bei Anwendung von Sudanlésungen in der Konzentration des fiir Sudan-
losung gebrauchten Alkohols, welcher den Lipoidstoff teilweise aufldst.
Auf Grund der Angaben Keufmenns und Lehmanns, dal verschiedene
Fettsubstanzen, wenn sie als Mischungen auftreten, nur mit schwécheren
alkoholischen Sudanlésungen firbbar sind, hat Romeis seine Methode
der Sudanfirbung mit einer Losung des Farbstoffes in 40° Alkohol vor-
geschlagen. Uberhaupt sollte man die Ergebnisse der Lipoidférbung in
vitro auf die Darstellung der Fettsubstanzen in den Geweben nicht ohne
weiteres iibertragen, da die Verhaltnisse im letzten Falle doch ganz
andere sind.

Entgegen Romeis schreiben Froboese und Sproknle den kolloiden
Rigenschaften verschiedener Sudanlésungen eine grofle Bedeutung zu.
Meines Erachtens wird der verschiedene Firbungseffekt bei Anwendung
der iiblichen Sudanlésung, des Sudan IIT-a-Naphthols und der gekochten
Sudanlésungen nebst anderen zur Zeit unbekannten Faktoren auch durch
den Dispersititsgrad der Farbstofflosungen bedingt. Meine Versuche
mit Dialyse der betreffenden Sudanlésungen zeigten, dall diese mit
wechselnder Geschwindigkeit verlduft. Die verschiedene Durchsichtig-
keit dieser Losungen ist schon mit bloBem Auge zu erkennen. Die
geringste Durchsichtigkeit und Dialysegeschwindigkeit, d. h. die groBte
Dispersitat und zugleich den besten Farbungseffekt ergibt die von mir
vorgeschlagene Sudan-u-Naphthollgsung.

s ist zu vermerken, daB Sudan III (Scharlach R)-¢-Naphthol keine
neuen, dem Sudan fremden Bestandteile enthilf, denn sowohl im Sudan
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(Benzol-Azo-benzol-azo-f-Naphthol), wie auch im Scharlach R (Toluol-
azotoluol-azo-f-Naphthol) ist die Naphtholgruppe als Bestandteil des
Farbstoffes enthalten.

Bei Betrachtung der Bedingungen des Lipoidnachweises mit Sudan IIT
miissen noch einige Faktoren beriicksichtigt werden, die nach den
Literaturangaben die Firbungsresultate beeinflussen. Zu diesen Faktoren
gehért die Wirkung des Formalins. Versé hat gezeigt, dafl das Formalin
die Lipoide zerstért, so dafl eine lange Aufbewahrung der Objekte in
Formalin die nachtrigliche Lipoidfirbung beeintrichtigt. Dagegen habe
ich bei Anwendung meiner Methode der Lipoidfirbung, sogar nach lang-
jahrigem Aufbewahren der Objekte im Formalin, keine Verminderung
des Farbungseffektes beobachten kénnen. Ich ziehe sogar vor, die Gewebs-
stiicke in stdrkeren (10—20%) Formalinlsungen zu fixieren; manchmal
halte ich auch die Schnitte bis zur Farbung in solchen Lésungen. Auch
Szantroch empfiehlt zur besseren Lipoidfirbung Sudanlésungen mit
Formalinzusatz zu gebrauchen.

Ein anderer, die Resultate der Sudanfirbung beeinflussender Faktor,
der im Schrifttum erwihnt wird, ist die Nachfirbung der Kerne mit
Hématoxylin. Tatsichlich konnte ich mich davon iiberzeugen, dal in
einigen Fillen, z. B. bei der Darstellung der Fettablagerungen in den
Getafiwandungen sowie in anderen Objekten die Sudanfirbung beim
Nachfarben mit Hiématoxylin manchmal teilweise verschwinden kanmn.

Die Abschwichung bzw. das teilweise Verschwinden der Sudan-
farbung ist dabei um so ausgesprochener, je schwicher der bei Sudan-
farbung erlangte Effekt war, insbesondere also bei der iiblichen Sudan-
farbungsmethode.

Die Anwendung verschiedener Lipoidfirbungsmethoden hat iiber die
bloBe Ermittlang von Lipoidstoffen hinaus auch die allgemeinen An.
schauungen vieler Forscher iiber die Entstehung der Zellverfettung beein-
fluBt. Dieser Umstand tritt bei Betrachtung der Ergebnisse besonders
deutlich hervor, die von verschiedenen Forschern bei Firbung der Lipoide
in den Leukocyten erhalten wurden.

Eben fiir dieses Objekt bestehen die gréBten Verschiedenheiten in
den Angaben der Verfasser iiber den Lipoidnachweis, und dieser Umstand
hat seinerseits auch auf die Deutung der Zellverfettung im allgemeinen
einen gewissen Einflul ausgeiibs.

B. Heidenhain, dem es gelungen ist die Kérnelung in den Eosinophilen
durch Osmierung darzustellen, verhilt sich gegen die Anerkennung der
fettigen Natur dieser Koérnchen skeptiseh: ,,Nicht alles ist Gold, was
glinzt™ (zit. nach M. Heidenhain). Arnold hat in den Eosinophilen der
Frasche, denen dlsaures Natron verfiittert war, sudanophile Kérnchen
gesehen, die den tblichen eosinophilen Granula entsprachen und erklirt
das Auftreten dieser Kornchen durch Fettspeicherung. Viele (darunter
auch neuere) Forscher, denen es gelungen ist, positive Lipoidfirbung in



720 J. Goldmann:: EiweiBlipoidverbindungen in den Zellen

den Eosinophilen zu erlangen, deuten diese Zellen als Fettphagocyten
und sind der Meinung, daB sie sich am Fettstoffwechsel beteiligen.

Das Vorkommen einer positiven Lipoidfarbung in pathologisch ver-
anderten Leukoeyten, z. B. im Eiter, ist nach Aschoff dadurch zu erkldren,
daB diese Zellen mit Fett infiltriert werden. Anderen Entstehungsarten
von Fettstoffen in den Leukocyten sowie in anderen Zellen schreibt

Abb. 1. Rindenschicht der Niere. 37jahriger Mann (Nierenentfernung wegen eines
zufalligen Trauma. Erklirung dieser, sowie der ibrigen Abbildungen siehe im Text,
Sudan III-¢-Naphthol-Hématoxylinfarbung.

Aschoff im allgemeinen eine nur unbedeutende Rolle zu. Seiner Meinung
nach ,hat die Annahme einer endogenen Fettbildung bzw. die Theorie
des sog. Sichtbarwerdens der Fette, keine Stiitze erhalten®.

Ebenfalls als Infiltration deutet Aschoff das Vorkommen lipoider
Einschliisse in den Leukocyten in andmischen Infarkten der Niere,
Milz usw. Auch ich habe verschiedene nekrotische Gewebe (Infarkte,
tuberkulése Herde usw.) speziell untersucht und konnte mich in der
Tat davon iiberzeugen, daB sogar bei Anwendung der iblichen Sudan-
farbungsmethode ein Teil der Leukocyten positive Lipoidfarbung ergibt.
Diese Untersuchungen fiihrten mich jedoch zu einer anderen Erklirung
des Vorkommens von Lipoidgranula in diesen Zellen. Es werden nédmlich
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in diesen Fillen mit der tiblichen Sudanfirbungsmethode solche Lipoid-
substanzen dargestellt, die unter normalen Bedingungen mit dieser
Methode nicht nachzuweisen sind und nur bei der Sudan-x-Naphthol-
farbung sich leicht darstellen lassen. Weiterhin ist es von Interesse, da
in GefaBen, die sicherlich lipoiddmisches Plasma enthalten, bei Anwendung
der iiblichen Sudanfirbungsmethode keine positive Lipoidfirbung in
normalen Leukocyten auftritt, wogegen meine Methode der Sudan-
firbung die in Leukocyten gewdhnlichen Lipoidsubstanzen deutlich
hervortreten 14B8t. In den
erwihnten Beispielen also
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Nierenentfernung wegen eines Abb. 2. Derselbe Schuitt, wie auf Abb. 1.
zufalligen Trauma. Sudan III-Hamatoxylinfirbung.

Abb. 1. zeigt einen mit
Sudan I11-a-Naphthol-Himatoxylin gefirbten Schnitt durch die Niere. In der
Rindenschicht eine Vene und die sie begleitende Arterie mittelgroBen Kalibers.
Plasma in den GeféBen mit Sudan gefarbt. In der Vene zeigen zahlreiche Leuko-
cyten normale Lipoidkérnelung. In Lumen der Arterie weisen 3 mneutrophile
Leukocyten ebenfalls lipoide Granula auf. Das Epithel der Nierenkanilchen
besitzt kleine lipoide Kérnchen.

Abb. 2. Ahnlicher Schnitt, gewohnliche Sudan 111-Hamatozylinfirbung.

Das in den Gefifen enthaltene Plasma ist ebenfalls sudanophil. Das Plasma
in den kleineren Geféiflen 148t sich, im Gegensatz zum obigen Préparate, mit Sudan
nicht firben. In der Vene und in sémtlichen anderen GefaBen sind Lipoidgranula
in Leukocyten nicht nachzuweisen. Das Epithel des Nierenkanalchens enthilt
keine Lipoidkdrnelung.

Der Unterschied in der Darstellung der Lipoidstoffe mittels der von
mir vorgeschlagenen Methode im Vergleich zu der iiblichen Sudanmethode
bezieht sich nicht allein auf ,integrale” Lipoide, sondern auch auf die-
jenigen Lipoideinschliisse, die zweifellos infiltrativen Charakters sind.
Der Nachweis der Lipoidstoffe infiltrativer Herkunft wurde von mir
sowohl am pathologisch-anatomischen Material als auch an Versuchs-
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tieren ausgefithrt, die einer Cholesterinélfiitterung unterworfen waren.
Der Unterschied in der Lipoiddarstellung wurde fiir Gefiallipoidose,
Lipoiddmie des Plasmas, Verfettung hyalinisierter Gewebe (Hyalinose
der Nierenknéuel) usw. festgestellt.

Als Beispiele fithre ich folgende Beobachtungen an.

1. Hund, 7 Jahre alt. (Versuche von Privatdozent Dr. Zinserling ; lang-
dauernde Fiitterung mit in Sonnenblumensl geléstem Cholesterin.)

Léngsschnitte aus dem Bulbus aortae.

Mikroskopische Untersuchung: mit Sudan III-a-Naphthol-Hdimatoxylin gefirbter
Aortenwandschnitt. Ziemlich erhebliche Verfettung der Grundsubstanz aus den
tiefen Schichten der Intima, besonders im Bereiche des Aortenostiums. Bedeutende
Ausdehnung der Verfettung in der Media.

Mikroskopische Untersuchung: analoger Schnitt; Sudan ILI-Himatoxylin-
firbung. Verfettung in den entsprechenden Teilen der Intima ist kaum zu be-
merken. In der Media ist keine Verfettung wahrnehmbar.

2. Schnitt durch die narbig verdnderten Teile einer tuberkuldsen
Niere (Hafen-Krankenhaus, 32jdhriger Mann, Sektionsprotokoll Nr. 59,
26. 2. 33).

Am Rande des tuberkulosen Herdes stark hyalinisierte Knéuel.

Bei der Farbung mit Sudan ITI-a-Naphthol- sowie mit der tblichen und mit
gekoehter Sudanlosung wurden verschiedene Grade des Lipoidnachweises erhalten;
namlich: bei Sudan I1I-¢-Naphthol-Hamatoxylinfairbung enthalten fast alle hya-
linisierten Knauel grofie Lipoidmengen. In den Arterien kommen die Lipoide stellen-
weise in Form staubartiger Kornelung in der inneren Schicht vor. Im interstitiellen
Gewebe sowie in den GefifSlumina sind polymorphkernige Leukocyten mit Lipoid-
granula enthalten. Bei Firbung mit der {iblichen Sudaniésung ist in den hyalini-
sierten Kniueln und kleinen GefaBen eine nur ganz geringe Fettablagerung nach-
weisbar. Im Stroma kommen vereinzelte Makrophagen mit Fetteinschlissen vor.
In den Leukocyten keine Lipoidgranula.

Bei Farbung mit gekochter Sudanlosung ahnliches Bild der Ver-
fettung der hyalinisierten Knduel, zum Teil auch der Arterien wie bei
Sudan ITI-x-Naphtholfirbung. Die Makrophagen im Stroma enthalten
ebenfalls Lipoideinschliisse. Im Stroma wie auch in den GefaBen enthalten
jedoch die Leukocyten keine Lipoidgranula. Die Differenzierung der
leukocytiren Infiltrate ist infolge der fehlenden Lipoidfarbung der Leuko-
cytengranula sehr erschwert.

Xch kénnte noch zahlreiche weitere Beispiele anfithren, die den Unter-
schied im Lipoidnachweis bei Anwendung verschiedener Sudanfirbungs-
methoden sehr anschaulich hervortreten lassen.

Diege Arbeit bezweckt jedoch nicht nur den praktischen Wert der
Sudan-«-Naphthol-Farbungsmethode zu zeigen, sondern es soll hier
durch parallele Anwendung verschiedener Sudanlésungen eine tiefere
Einsicht in die chemischen Verbindungen gewonnen werden, mit denen
die Lipoidsubstanz verbunden ist.

Die Schwierigkeit des Nachweises der Lipoidsubstanzen, sowie die
ungleichen Féarbungsresultate bei Anwendung verschiedener Sudan-
methoden weisen darauf hin, daB wir es in vielen Fallen nicht mit freien
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Lipoiden zu tun haben, sondern mit Lipoiden, die mit bestimmten chemi-
schen Verbindungen gekoppelt sind, d.h. mit Eiweiilipoidkomplexen.
Dafiir spricht auch das Verhalten der Lipoidsubstanzen in den Zellen
einer und derselben Art, z. B. in denjenigen der myeloischen Reihe.
Die Lipoidgranula erscheinen im Zelleibe der Stammzellen erst in spateren
Reifungsstadien (Goldmann) und zeigen in den einzelnen Leukocyten-
arten (in den Neutrophilen und Eosinophilen) eine verschiedene Resistenz
den fettzerstorenden Agenzien (Wirme, chemische Substanzen) gegen-
iiber. Kine andere Resistenz als die Lipoidkérnchen in den Eosinophilen
und Neutrophilen zeigen ferner diejenigen in den Monocyten. Die gréBere
Resistenz besitzen dabei die Lipoidgranula der Eosinophilen, die geringste
diejenige in den Monocyten. Dasselbe Verhalten wie ich es frither fest-
gestellt habe, zeigen auch die Oxydasekornchen 1.

Durch Anderung der Wirkungsdauer verschiedener Agenzien ist es
mir gelungen, im Préparate die Lipoid- (bzw. Oxydase-) Granula in den
Monocyten zu zerstéren, wihrend sie zu gleicher Zeit in den Eosinophilen
und Neutrophilen erhalten blieben; oder es gelingt eine positive Lipoid-
(bzw. Oxydase-) Farbung nur in den Eosinophilen zu erhalten, in welchen
auch der Eiweillipoid- (Oxydase-) Komplex die grofite Resistenz aufweist.
Hamperl hat bei seinen Untersuchungen iiber Gastritis ebenfalls eine
positive Oxydasefirbung (durch Alkalizusatz zum Oxydasereagens) nur
in den Fosinophilen erhalten, wihrend in den Neutrophilen die an-
scheinend weniger resistente Oxydaseverbindung zerstort wurde. Mit
dieser Methode konnte Hamperl die genaue Differenzierung der Neutro-
philen und Eosinophilen durchfiihren.

AuBer der groferen Resistenz zeichnen sich die Lipoidgranula in den
Eosinophilen auch dadurch aus, daB sie leichter als in anderen Leuko-
cytenarten bei Sudanfirbung darstellbar sind. Wahrend die Firbung
der normalen Lipoidkérnelung der Leukocyten im allgemeinen keine
geniigende Beachtung gefunden hat, treffen wir im Schrifttum viele
Hinweise auf die Sudanophilie eben der eosinophilen Granula.

Die ersten erfolgreichen Versuche, die lipoide Struktur der Leuko-
cytengranula systematisch darzustellen wurden eben an Kosinophilen
ausgefithrt. Die Unbestindigkeit des Nachweises der Lipoidkérnelung
in den Eosinophilen hat verschiedene Forscher veranlaBt, diesen Zellen
unrichtigerweise eine gewisse Rolle im Fettstoffwechsel zuzuschreiben.

Wenn in der Tat die Resultate der Lipoidfirbung von der Natur des
EiweiBlipoidkomplexes abhéngen, so muB dieser Umstand sich besonders
bei den pathologischen Zusténden kundgeben, bei denen die EiweiB-
lipoidverbindung starke Verinderungen erfahren kann. Wie bekannt,

! Wir unterwerfen diese Farbung einer kurzen Betrachtung, weil, wie es aus
einer Reihe Untersuchungen erhellt (Dietrich, Mitzuda, Sehrt, Goldmann, Piuhlu. a.)
die Lipoidstoffe und das Oxydaseferment aufs engste miteinander verkniipft sind.
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lassen sich in degenerierten Leukocyten, in den Eiterkdrperchen, sudano-
phile Granula des ofteren bereits bei Anwendung der {iblichen Sudan-
farbungsmethode nachweisen. Mit der Erforschung der Fettsubstanzen
in den Leukocyten bei verschiedenen pathologischen Prozessen befa(te
sich eine Anzahl von Autoren. Die ersten Arbeiten auf diesem Gebiete
stammen bekanntlich von Cesaris-Demel; in der letzten Zeit wurde das
Auftreten der Lipoide in pathologisch verinderten Leukocyten von
Carminati, Jonescu u. a. speziell untersucht.

Die Literaturangaben iiber Lipoidstoffe in den Leukocyten bei patho-
logischen Zustinden sind duflerst widersprechend; eben in dieser KFrage
treten die Unterschiede in den Ergebnissen — je nachdem welche der
Sudanfiarbungsmethoden angewandt wurde — besonders scharf hervor.

Zur Erlauterung der Bedeutung verschiedener Sudanmethoden bei
der Lipoiddarstellung in solchen Fallen fithre ich hier folgende Beispiele an:

Mikroskopische Untersuchung. Die Lunge bei crouposer Pneumonie (Hafen-
Krankenhaus, Protokoll Nr. 133, 18. 5. 33. 78jahrige Frau. Bei Sudan I11-a-Naphthol-
Himatozylinfirbung. Die Alveolen enthalten fibringses BExsudat mit Leukocyten und
einergewissen Menge Erythrocyten. Sémtliche Leukocyten im Exsudat enthalten
Lipoidgranula. Einzelne Makrophagen mit grofen Lipoideinschliissen. In den
Trabekeln zahlreiche Makrophagen mit Kohlepigment und teilweise mit Lipoid-
schollen. Die Leukocyten in den Gefafien enthalten ebenfalls lipoide Granula.

Bei Farbung mit gekochtem Sudan III ergeben simtliche Leukocyten in den
Alveolen sowie einige Makrophagen positive Lipoidfarbung, wie auch bei Sudan-
a-Naphthol. Die in GefaBen auftretenden Leukocyten erhalten keine Lipoid-granula.

Bei Farbung mit dem tiblichen Sudan I11-Himatoxylin werden in den Alveolen
nur vereinzelte Leukocyten mit positiven Lipoidgranula gefunden. Wir sehen also,
daf in pathologisch versnderten Leukocyten (in fibrindsem Exsudat) die Lipoid-
kérnelung nur bei Sudan-o-Naphtholfirbung oder bei Farbung mit der gekochten
alkoholischen Sudanlésung hervortritt, wihrend die tibliche (nicht gekochte) Sudan-
losung die Kérnchen nur in einem Teil der Leukocyten farbt.

In normalen Leukocyten treten die Lipoidgranula bei Firbung mit
der iiblichen, ja sogar mit gekochter Sudanlésung, gar nicht hervor, bei
Sudan-a-Naphtholfirbung lassen sie sich jedoch stets sehr deutlich nach-
weisen.

Aber auch bei pathologischen Prozessen 146t sich die Lipoidkérnelung
in den Leukocyten mit der iiblichen Sudanlésung bzw. mit gekochten
Sudanlésungen nicht immer darstellen. So habe ich z. B. in einem Falle
von akuter Nephritis beim Menschen nach Vergiftung mit Quecksilber-
cyanid lipoide Substanzen in den Leukocyten des interstitiellen Nieren-
gewebes nur mit der Sudan I11-a-Naphtholmethode darstellen kénnen.

Nierenpraparat. Vergiftung mit Quecksilbercyanid (Hafen-Krankenhaus.
Protokoll Nr. 28. 20.3.33). 27jahrige Frau (Abb.3). Farbung mit Sudan-a-
Naphthol-Himatoxylin. Arterien und Arteriolen im allgemeinen unverindert;
nur kommt zuweilen in den Arteriolen Tyalinose und Verfettung vor, wahrend die
Arterien eine schwache Anfirbung der Elastica sowie der Intima mit Sudan auf-
weisen.

Die Knauel sind grof, sie fiillen den Hohlraum der Kapsel aus. In den Sehlingen
der Knawuel vereinzelte Leukocyten. Das Stroma ist stark hydropisch, die Capillaren
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Abb. 3, Schnitt durch die Niere einer 27jahrigen Frau nach Quecksilbercyanidvergiftung
Sudan IIT-¢-Naphthol-Himatoxylinfdrbung. (Mikrophot).

Abb. 4. Schnitt wie auf Abb. 3. Sudan III-Hamatoxylinfirbung (Mikrophot).
Virchows Archiv. Bd. 290, 47
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des Stromas enthalten Erythrocyten in méBigen Mengen, im Stroma sowie in den
Capillaren, zahlreiche Leukocyten die deutliche Lipoidgranula enthalten. Die
Kanilchen sind durch das hydropische Stroma auseinandergedrangt und haben
erweiterte Lumina. In den Hauptstiicken sind einige Kanslchenteile von Epithel
entbloBt, in anderen sind an der M. propria noch vereinzelte Epithelzellen vor-
handen; letztere sind von unregelmiBiger Form mit unebenem Rand, ihre Kerne
lassen sich deutlich firben, das Protoplasma ist etwas granuliert, enthilt vereinzelt
sudanophile Tropichen. Auflerdem lassen sich in denselben Kanilchen vereinzelte,
sehr grofe der Membrana propria anliegende Epithelzellen sehen. Im absteigenden
Abschnitt der Henleschen Schlingen niedriges Epithel, das stellenweise Lipoid-
tropfen enthilt. Tm aufsteigenden Abschnitte dhnliche Verinderungen wie in den
Hauptstiicken. Tm Lumen des aufsteigenden Schleifenbnteiles durch Sudan gefsrbte
Hyalinzylinder, vereinzelte kugelige Konglomerate aus nekrotischen Massen, Leuko-
cyten (mit sudanophilen Kérnchen) und freie Epithelzellen. Das Stroma der Pyra-
miden ist stark hydropisch, mit Sudan diffus gefarbt, enthilt eine Menge Leuko-
cyten mit sudanophilen Granula.

Abb. 4. Analoger Schaitt. Farbung mit Sudan ITI-Hamatoxylin. Das Stroma
der Niere ist stark hydropisch, die hier vorhandenen Leukocyten zeigen keine mit
Sudan gefarbten Lipoidgranula. Das Epithel der Nierenkanilchen ist im Vergleich
mit dem oben beschriebenen Priparat bedeutend armer an Fett.

Die hier angefithrten Beobachtungen zeigen, daf nicht bei allen patho-
logischen Zustdnden Anderungen des Eiweiflipoidkomplexes zustande
kommen, die sich durch leichte Firbbarkeit der Lipoide mit der tiblichen
Sudanlésung &dubern. '

In einigen Fillen kénnen bei pathologischen Zustinden die Ande-
rungen der EiweiBlipoidverbindung zum vollstindigen Abspalten des
Lipoidstoffes von Eiweif filhren mit darauffolgendem Abbau der Lipoide,
so daB die Sudanfirbung negativ austillt (Goldmann). v. Mollendorff,
der die Anschauung der értlichen Genese der Leukocyten in den Geweben
vertritt, weist darauf hin, da die Leukocyten in Entziindungsherden im
Vergleich zur Norm drmer an spezifischen Granula und Oxydasen sind.
Dieser Umstand kann jedoch nicht als Beweis einer ortlichen Genese
der Leukocyten dienen, da bei pathologischen Prozessen Veréinderungen
seitens der EiweiB- und Oxydase- (bzw. Lipoid-) Kérnelung stattfinden,
die sogar zum volligen Schwinden derselben fithren konnen.

Die Anwendung verschiedener Sudanfirbungen gibt uns gewisser-
maBen die Moglichkeit tiber die bei pathologischen Prozessen sich ab-
spielenden Veranderungen des EiweiBlipoidkomplexes zu urteilen. Vor
allem lassen die oben angefithrten Angaben die Auffassung zu, dafl sowohl
die ,,integralen* als auch anscheinend die infiltrativen Lipoide, die durch
morphologische Untersuchungen sich in den Geweben nachweisen lassen,
nicht in- Form freier Fettsubstanzen, sondern als EiweiBlipoidverbin-
dungen auftreten. Hinweise auf das Erscheinen der Lipoide infolge einer
Abspaltung derselben von den Eiweilsubstanzen finden wir in den
Arbeiten von Albrecht, Ciaccio u. a. (Literatur s. bei Rossle und Gierke).
Aber diese Hinweise beziehen sich hauptsichlich auf die postmortalen
autolytischen Veranderungen.
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Genauere Untersuchungen iiber Eiweillipoidverbindungen, ins-
besondere was die integralen Lipoide betrifft, sind zur Zeit nicht vor-
handen. Im Schrifttum sind nur wenige Angaben tiber physikalisch-
chemische Eigenschaften der Gewebe, bzw. deren Strukturelemente zu
finden, mit welchen die infiltrativen Lipoide in Verbindung stehen, z. B.
iiber das pg der ,Zwischensubstanz® der Arterien, sowie der Reticulo-
endothelzellen, die Bedeutung der Azidose bei Fettinfiltration usw.
(Schmidtmann, Wacker, Hueck, Rixz und Miiller).

An meinem Material konnte ich mich davon iiberzeugen, daB die inte-
gralen Lipoidsubstanzen -sich in den Strukturen ,acidophiler Natur
besonders deutlich nachweisen lassen. So gelingt unter den Leukocyten
die Farbung der Lipoidgranula, wie erwihnt, am leichtesten in den
Eosinophilen. Dieser Umstand kénnte uns wohl dem Versténdnis der
Natur des RiweiBlipoidkomplexes néherbringen, doch fehlt es zur Zeit
an bestimmten chemischen Daten iiber das Wesen der Acidophilie.

Nach den modernen Anschauungen ist die Farbung dieser oder jener Strulktur-
elemente z.B. der verschiedenen Leukocytengranula von sehr komplizierten
Momenten, nicht einfach von chemischen Eigenschaften abhingig, die seinerzeit
von Ehrlich angenommen wurde (Keller). v. Msllendorff hat gezeigt, daB ein und
derselbe Farbstoff je nach dem Dispersitiitsgrad seiner Losung sowohl saure als
auch basische Stoffe farben kann. Ferner ist von fritheren Untersuchern betont
worden, dafl das Vermégen, Farben aufzunehmen, mit der Dichte der Strukturen
verkniipft ist. So hat Pappenheim hervorgehoben, daB das Fiarbungsverméogen
vom ,,Molekularvolumen® der Farblosung, sowie von der » Weitporigkeit oder
Engporigkeit der Materie” abhingt. Die Bedeutung der Gewebsdichte fir den

Fiarbungseffekt wird zugleich mit anderen Faktoren auch von neueren Forschern
angenommen.

Aufler der Dichte der Strukturen und der Dispersitét der Farbstofflosung sind
tiir die Resultate der Férbung auch Richtung und Grofe der elektrischen Ladung,
so wie die Umladung der Teilchen von Bedeutung.

Das Verhéltnis zwischen Acidophilie und dem Nachweis der Lipoid-
substanz unter normalen Bedingungen 148t sich aus einer Anzahl Beispiele
ersehen. So enthalten nach meinen friiheren Angaben die basophilen
Leukocyten weder nach meiner Methode darstellbare Lipoidsubstanzen
noch Oxydase (s. auch die Angaben Epsteins iiber Oxydase). Diese beiden
Einschliisse sind nur den jungen Basophilen eigen, die, wie bekannt,
acidophile Granula enthalten.

Der Umstand, daB die ,neutrophile” Kérnelung die Lipoidfirbung
aufnimmt, widerspricht dem oben Gesagten nicht. :

Aus den Untersuchungen Hpsieins (Farbung mit Pikrinsiure und
Toluidinblau) 148t sich nidmlich ersehen, daB man wohl annehmen darf,
daBl die Lipoidfirbung auch in den Neutrophilen mit der acidophilen
Komponente der Granula verbunden ist. Jedoch enthalten nicht alle
acidophile Granula Lipoidsubstanzen, auch geben unter den acidophilen
Leukocyten nicht alle die Lipoidfirbung; bei Végeln und Reptilien z. B.
nehmen die Lipoidfirbung nur die runden acidophilen Granula an,
wihrend in anderen Acidophilen die Farbung negativ ausfillt.

47%
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Meines Erachtens werden wir dem Verstindnis der Eiweillstrukturen,
mit denen die Lipoide verbunden sind, ndhertreten, wenn wir das Ver-
halten dieser Strukturen zur Lipoidfirbung und nicht lediglich die Acido-
und Basophilie in Betracht ziehen.

Dieser letzte Umstand wird durch die Tatsache in besonders klarer
Weise veranschaulicht, dall wir durch Lipoidfirbung in einigen Fillen
die lipoide Kornelung ermitteln kénnen, wihrend das EiweiBkomponent
auf tinktoriellem Wege sich nicht nachweisen laft. So lassen sich z. B,
mit meiner Methode die Lipoidgranula im Protoplasma der Neutrophilen
des Frosches nachweisen, die gewdhunlich als nichtgranulierte Leukooyten
gelten (s. dariiber in meiner vorigen Arbeit). Somit gehoren diese Zellen
zweifellos zu den granulierten Leukocyten, in welchen jedoch die mit
Lipoiden verbundene Eiweilkornelung sich mit den {iblichen tinktoriellen
Methoden nicht aufdecken liBt. Zu den Elementen, die unrichtigerweise
als ,nichtgranulierte Leukocyten betrachtet werden, sind auch die
Neutrophilen des Axolots zu rechnen. Am deutlichsten lassen sich die
Lipoidgranula in diesen Zellen in der Randzone der Leber nachweisen.

Die enge Beziehung der durch meine Sudanmethode in den Zellen
nachweisbaren Lipoidstoffe zu einer bestimmten acidophilen EiweiB-
struktur tritt noch deutlicher bei pathologischen Verinderungen der
Leulkocytenkornelung hervor. So Iafit sich nach meinen Befunden die
lipoide Komponente der Granula bei der Umwandlung-der neutrophilen
Kornelung in eine basophile (,,toxische*) schon nicht immer nachweisen.
Jomescu hat die Beziehungen zwischen der toxischen basophilen Korne-
lung der Leukocyten und den Lipoiden untersucht und beobachtete, daf3
das Auftreten der sudanophilen Granula groBen Schwankungen unter-
liegt. Indessen hat er den Umstand nicht beriicksichtigt, dall das Hervor-
treten der Lipoidgranula von der angewandten Sudanmethode abhéngt
und daB die Leukocyten auch unter normalen Bedingungen lipoide bzw.
sudanophile Granula enthalten.

In dieser Arbeit habe ich die Beziehungen zwischen den Eiweifi- und
Lipoidkomponenten hauptsichlich am Beispiele der Leukocyten-
kornelung betrachtet, weil die tinktorielle Reaktion dieser Elemente viel
besser erforscht ist als die der protoplasmatischen Strukturen anderer
Zellarten. Als Bestatigung des Umstandes, daf positive Lipoidfirbung
mit Acidophilie auch in anderen Zellarten verkniipft ist, kann die nach
meiner Methode ausgefiihrte Sudanfarbung der Granula in den Beleg-
zellen des Magens dienen. Die Lipoidgranula treten in den Belegzellen
des Magens sowohl beim Menschen als auch bei Tieren (Hund, Kaninchen,
Maus, Ratte usw.) besonders deutlich hervor.

Die Darstellung der Lipoidsubstanz in anderen protoplasmatischen
Strukturen, wie z. B. im Chondriom, gelingt bei weitem nicht in allen
Zellen, was anscheinend von etwaigen Verschiedenheiten der chondrio-
malen Strukturen abhiingig ist. Positive Lipoidférbung mit meiner
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Methode wird z. B. in Epithel des Darmes, der Nieren usw. erhalten. Es
ist von Interesse, daf Kon und Takeds bei spezieller Erforschung von
tinktoriellen Eigenschaften des Chondrioms eine verschiedene ,,Fuchsino-
philie” dieses Gebildes in verschiedenartigen Zellen festgestellt haben.
Auf die Frage nach den Eigenschaften der protoplasmatischen Strukturen
im Zusammenhange mit ihrer Lipoidfirbung komme ich noch in einer
nichsten Abhandlung zuriick. Weiterhin méchte ich noch die fiir morpho-
logische Lipoidforschungen wichtige Frage tiber die Spezifitdt der
Lipoidfarbung mit Sudan ITI, sowie iiber die Darstellung der einzelnen
Fettarten mit verschiedenen Farbungsmethoden beriihren.

Die zahlreichen zur Differenzierung der Fettstoffe vorgeschlagenen
Farbungsmethoden (Albrecht, Weigert, Smith-Dietrich, Eischler, Ciaccio
u.a.) wurden in der letzten Zeit vollig diskreditiert (Kutschera- Aichbergen,
Kaufmann und Lehmann). Besonders schwere Einwinde sind gegen die
Spezifitit der Methode von Ciaccio zum Unterschied der Lecithine von
anderen Fettstoffen erhoben worden.

Zwecks Kliarung der Frage nach der Resistenz der sich mit Sudan
farbenden Lipoidstoffe den Lésungsmitteln gegeniiber, versuchte ich nach
Formolﬁmerung die Einbettung der Objekte in Paraffin bzw. Celloidin-
Paratfin. AuBerdem wurden von mir auch die Gefrierschnitte der Wir-
kung fettlésender Stoffe (Alkohol, Ather, Xylol, Chloroform u.a.) aus-
gesetzt. Dabei erwies es sich, daB die Dauer der Extrahierung bis zum
volligen Verschwinden der Lipoide fiir die einzelnen Gewebselemente
verschieden ist. So erfolgt z. B. die Extrahierung der Lipoidstoffe aus
den Schnitten der Aortenwand bei Lipoidose nicht gleichmiBig in allen
Ablagerungsstellen ; withrend an einigen Stellen schon alle Lipoide auf-
gelost sind, treten sie in anderen Partien noch in gréBerer Menge auf. Diese
Ergebnisse lassen die Vermutung zu, daB die verschiedene Loslichkeit
der Lipoide in den Geweben nicht allein durch die Verschiedenartigkeit
ihrer chemischen Natur, sondern auch von dem Charakter der Eiweil-
Lipoidverbindung abhingig ist. In dieser Hinsicht kann die Anwendung
verschiedener Fixierungsmethoden, unter anderem mit Chromsalzen
nach Ciaccio, zum richtigeren Verstindnis der Beschaffenheit des EiweiB-
lipoidkomplexes unter normalen wie unter pathologischen Bedingungen
beitragen.

Einige Forscher wollen iiber die Natur der Lipoidstoffe auch auf
Grund der Farbentonunterschiede bei Sudanfirbung urteilen. Doch
konnen solche Urteile kaum den richtigen Verhiltnissen entsprechen,
da bei ein und demselben Tier die Sudanfiarbung (Mitsuhashi) auch fiir
das neutrale Fett verschiedene Farbenténe ergibt, ja, diese andern sich
sogar, je nach der Grofe der Fetttropien (Szantrock). Anscheinend wird
der Farbton auch durch die EiweiBkomponente, mit der die Lipoide
verbunden sind beeinfluBt. So ergeben z. B. eosinophile Granula bei
Sudantirbung einen mehr gelblichen Farbenton im Vergleich mit anderen
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Leukocytenarten. Die chondriomalen Strukturen des Nierenepithels
geben bei der Sudan-w-Naphtholmethode einen gelblichen Farbenton,
wiahrend die Lipoidkérnelung der Leukocyten orangerot -erscheint.
Auch die Ungleichartigkeit des kiuflichen Sudans kann wohl in einzelnen
Fillen einige Unterschiede des Farbentons bei Lipoidfdrbung bedingen
{ Romeis ).

Zum SchluBl méehte ich noch die Frage kurz besprechen ob der positive
Bffekt der Sudanfirbung, insbesondere der Firbung mit Sudan-a-
Naphthol fiir Lipoide streng spezifisch ist, d.h. ob das Sudan andere
Substanzen auBer den Lipoiden iiberhaupt nicht firben kann.

Der erhebliche Unterschied zwischen den Resultaten der Lipoid-
farbung mit Sudan-«-Naphthol und den itblichen Sudanlésungen, der fiir
zahlreiche Strukturen, z. B. fiir die Kérnelung in normalen Leukocyten,
so deutlich hervortritt, kénnte wohl Zweifel erwecken, ob in der Tat die
von mir vorgeschlagene Farbungsmethode fiir Lipoide spezifisch sei. Es
ist jedoch gelungen, auch auf chemischem Wege Lipoidstoffe in den
Koérnchen normaler Leukocyten nachzuweisen, so wurde durch Newmann
das Vorkommen der Lipoidsubstanz in den eosinophilen Granula beim
Pferd bewiesen. Weiterhin gelang es vielen Forschern mittels der iib-
lichen Sudanfarbungsmethode die Lipoidkérnelung in verschiedenen
Leukocyten in Blutausstrichen (Schrifttum bei Goldmann) darzustellen;
demnach ist die Annahme vollstindig berechtigt, dafl die Lipoidsubstanzen
auch fir die Kornelung der in Geweben auftretenden Leukocyten
typisch sind.

Die Lipoidnatur der Leukocytenkornelung 148t sich auch durch den
positiven Ausfall der Oxydasefirbung bestétigen (von der Beziehung
zwischen Oxydase und Lipoiden war schon oben die Rede). Nun hat
sich aber die Oxydasemethode zum Nachweise der Leukocyten in dem
Gewebe in der histologischen Technik bereits eingebiirgert, wihrend die
noch viel leichtere und bessere Resultate ergebende Leukocytenfirbung
auf Lipoide bis jetzt noch wenig gebraucht wird.

Die Sudan-a-Naphtholmethode, welche in vielen Fallen die mit
iiblichems Sudan nicht darstellbare Strukturen hervortreten 1483t, ver-
mag jedoch die Granula nicht in jeder Leukocytenart zu firben; so laft
sich die azurophile Kérnelung in den Lymphocyten mit der Sudan-o-
Naphtholmethode nie darstellen. Dieser Umstand weist neben anderen
oben angefiihrten Griinden darauf hin, daBl die Substanz der Leuko-
cyten, welche die Sudan-a-Naphtholfirbung aufnimms, in der Tat zu
den Lipoiden gehért.

In den anderen Strukturelementen, in welchen die Lipoidstoffe
mittels der Sudan-a-Naphtholmethode, nicht aber mit der iiblichen
Sudanmethode sich darstellen lassen, werden die Lipoide an den Stellen
nachgewiesen, wo sie iiberhaupt am oftesten vorkommen, z. B. in den
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Wandungen der Aorta, in den hyalinen Nierenkndueln, in amyloiden
Ablagerungen usw. (s. oben).

Der Umstand, daB mit der Sudan-o-Naphtholmethode die lipoide
Kornelung in normalen Strukturen dargestellt wird, wihrend sie mit
der iiblichen Sudanfirbung nur bei pathologischen Verdnderungen sich
farben laBt, spricht, wie mir scheint, ebenfalls fiir die Spezifitit der von
mir vorgeschlagenen Methode der Lipoidfarbung, und zwar im Sinne der
hier gegebenen Deutung der Anderung des EiweiBlipoidkomplexes. Der
wichtigste Beweis der Spezifitat dieser Methode besteht endlich darin,
daf nach verschieden langer Bearbeitung der Objekte mit lipoidloslichen
Stoffen die positive Lipoidfirbung weder mit dem iiblichen Sudan, noch
mit Sudan-«-Naphthol mehr zu erzielen ist.

Die Frage, ob nicht nur Lipoide, sondern auch noch andere Stoffe
gich mit Sudan firben lassen, ist besonders bei der Erythrocytenfirbung
von Wichtigkeit, denn die Sudanophilie dieser Elemente ist an den ein-
zelnen Stellen der Priparate verschieden. Die Schwankungen der Erythro-
cytenfirbbarkeit treten jedoch auch bei der Firbung auf Oxydase
hervor, die nach einiger Anschauung fiir das ,,Oxydaseferment® iiber-
haupt nicht spezifisch ist (Drury, Lilie, Menten) (Schrifttum siche bei
Needham und Needham). Somit bedarf die Frage nach der Spezifitat
der Lipoiddarstellung in den Erythrocyten mit der Sudanmethode,
sowie vielleicht auch in einigen anderen Strukturen einer weiteren
Priifung.

Jedoch hingt augenscheinlich die von mir bis jetzt mit Sudan-o-
Naphthol an den verschiedenartigen obenerwithnten, sowie auch noch
an anderen Objekten erhaltene positive Lipoidfirbung tatsichlich von
der Anwesenheit der Lipoide ab. Ich habe oben darauf hingewiesen, wie
stark die Ergebnisse des Lipoidnachweises je nach der Anwendung dieser
oder jener Sudanmethode variieren. Durch den Gebrauch verschiedener
Sudanfirbungsmethoden hat sich nicht nur der Kreis der ,,darstellbaren
Lipoide® bedeutend erweitert, sondern wir haben dadurch einen gewissen
Ausgangspunkt zur Erforschung bzw. zum Verstindnis der EiweiB-
lipoidverbindungen und deren Anderungen bei pathologischen Prozessen
gewonnen. Meines Erachtens ist in allen Fragen des Lipoidstoffwechsels
in den Zellen mit der Méglichkeit zu rechnen, daf8 Lipoidstoffe in solchen
Strukturen aufgedeckt werden kénnen, in denen sie frither morphologisch
nicht nachweisbar waren. Um vergleichbare und genauere Ergebnisse zu
bekommen, méchte ich vorschlagen, die positive Farbung der Kornelung
in den normalen Leukocyten als Zeichen einer vollstindigen Lipoid-
darstellung zu betrachten, da mit diesen Zellen jeder Forscher in der
normalen und pathologischen Histologie stets zu tun hat.
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Zusammenfassung.

1. Bei der Anwendung verschiedener Farbungsmethoden mit Sudan
(ibliche Losung von Sudan III, gekochte Sudanlésung und Sudan-o-
Naphthol) beziehen sich die Unterschiede bei der Darstellung der Lipoide
nicht lediglich auf ,,integrale Lipoide‘ (lipoide Granula der Leukocyten,
im Chondriom u. a.), sondern auch auf Lipoide von infiltrativem Charakter
(Ablagerung von Lipoiden in den Gefifen, sudanophiles Plasma, Ab-
lagerungen der Lipoide in hyalinisierten Geweben usw.).

2. Die Unterschiede der Ergebnisse bei verschiedenen Firbungs-
methoden mit Sudan hingen zum Teil davon ab, dall die Lipoide nicht
frei, sondern an Fiweil gebunden vorkommen.

3. Auf Grund der verschiedenen Farbungsmethoden mit Sudan
kann man dem Verstindnis der EiweiBstrukturen, mit welchen die
lipoiden Substanzen verbunden sind, nahertreten. Bei Anwendung ver-
schiedener Sudanlésungen ist man imstande; aus dem Grad und der Art
der Lipoidfarbung auf die Verdnderungen des EiweiSlipoidkomplexes bei
pathologischen Zustinden zu schlieSen.

4. Bei der histologischen Untersuchung kann als Zeichen einer voll-
standigen Lipoidfarbung die positive Farbung der lipoiden Kérnelung
in den Leukocyten der myeloischen Reihe dienen.
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