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Auch in Zukunft  wird die Entscheidung der fiir die Pathologic der all- 
gemeinen Lipoidosen so wichtigen chemischen Fragen der exakten Mitarbeit 
der physiologischen Chemie nicht entarten kSnne~. 
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U b e r  d i e  A u f s p a l t u n g  d e r  H i r n p h o s p h a t i d e  d u r c h  w i i f l r i g e  

F o r m a l i n l i i s u n g  i n  w a s s e r l S s l i c h e  S p a l t p r o d u k t e *  

Von 
Emil Epstein und Karl Lorenz. 

I ra  Zuge dcr vorans tehend  verOffentlichten Unte rsuchungen  fiber 
den Gehal t  an s Phospha t iden  der  Gehirne bei infant i le r  
amauro t i scher  Id io t ic  vom Typus  Tay Sachs zeigte sich zun~chst,  dab  
die in lO%iger u'gflriger Formalin[6sung aufbewahrten Gehirne und zwar  
sowohl Norraalhirne ,  ira bcsonderen MaSe abcr  auch die Gehirne yon 
infan t i le r  amauro t i scher  Id io t i c  yore  Typus  Tay Sachs auff~tllig niedrige 
Phosphorwer te  aufweiscn. 

Die ~therl6sliche F r a k t i o n  des forraal inf ix ier ten Normalk inderh i rnes  (1) 
en th ie l t  gegentiber  dem mi t t l e ren  Phosphorgeha l te  yon 0,43 g eines frisch 
ge t rockne ten  Normalk inderh i rnes  (A) nur  0,31 g in 100 g Trockenpulver  
(siehe Mit te i lung I ,  Tabelle 1). 

Drei  formal inf ix ier te  Gehirne yon infa~tiler amaurotischer Idiotic 
yore Typus  Tay  Sachs lieBen n ich t  nur  einen auff~llig niedr igen Phos- 
lvhorgchalt,  sondern i iberdies noch eine mi t  der  Dauer  der  Formal in -  
konserv ie rung  fortschreitende Phospttatidverar+nun, g erkennen.  Der  Phos,  
phorgeha l t  des Gehirnes yon  Fa l l  2 (Dauer der  Konserv ie rung  3 Jahre)  
betrug 0,18%, der  der  F/tlle 3 bzw. 4 (Dauer  der  Konserv ie rung  41/2 
bzw. 9 Jahre)  0,08 bzw. 0,09 g in 100 g Trockenpulver .  

* Mit UnCers~iitzung der Ella Sachs-Plotz Foundation. 
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Weiterhin zeig~e sich, dab das Phosphordefizit des Gehirnes yon Fall 
Marburg (4) yon infantiler amaurotiseher Idiotic, dem das Materi~l fiir die 
im vorliegenden mitgeteilten Untersuehung entstammte,  fast zur G~nze 
durch die Menge des in der wi~grigen FormalinlOsung bestimmten organi- 
schen Phosphors (0,435--0,46 g) gedeekt erscheint. 

~therlOslicher Phosph~tidphosphor des G-chimes -con infantiler amauroti- 
scher Idiotie FMl Marburg (s. ~itteilung I, T~belle 3) . . . . . . .  0,17 g 

Phosphorgehalt der Originalkonservierungsfltissigkeit (10 % Forma.lin) dieses 
Gehirnes (s. Mitteilung I, T~belle 2) . . . . . . . . . . . . . . . .  0,46 g 

Summe beider Phosphorwerte . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,63 g 
~therlOslieher Phosphatidphosphor zweier friseh getrockneter No~malkinder- 

hirne im 3~ittel (siehe Mitteilung I, T~belle 3) . . . . . . . . . . .  0,65 g 

Daraus ergibt sieh der SehluB, dab die bekanntlich wasserunlSslichen 
Phosphatide bei liingerem Aufbewahren in 10%iger w~tl3riger FormMin- 
16sung fortsehreitend immer mehr und mehr in wasserlSdiche Spalt- 
produkte aufgesehlossen werden miissen. 

Aufgabe unserer Untersuchungen war es daher, in Erg~nzung der 
weiter unten angeftihrten beachtenswerten Arbeiten die Spaltprodukte 
nachzuweisen, deren Vorhandensein in der w~Brigen Konserviernngs- 
fltissigkeit des Gehirnes yon infantiler amaurotischer Idiotie vom Typus 
Tay Sachs (Fall Marburg) zu vermuten war. 

Als solehe kommen in Begraeh~: 
a) Als phosphorhaltige Abbauprodukte:  Glycerinphosphors~iureester, 

Lysolecithin usw. 
b) Als phosphorfreie Verbindungen: das Cholin und Colamin, die 

Basen des Lecithins und Kephalins. 
Folgender Versueh braehte zun~ehst die Best~gigung, dab die Phos- 

phatide frisch getrockneter Gehirne wa~serunlSslich sind, w~hrend aus dem 
Troekenpulver eines formalinfixierten Gehirnes phosphorhaltige Verbin- 
dungen in Wasser in L6sung gehen. 

Versuch. Schiittelt man je 5 g Troekenpulver einerseits veto friseh 
getrockneten, andererseits yon vorher formMinfixiertem Hirnmaterial  mit  
50 ecru destillierten Wassers eine Stunde und zentrifugier~ die beiden 
Proben naehher, so enth/~lt das Dekanta~ der Probe aus frisch getrock- 
netem Hirnpu]ver heine Spur yon Phosphor, das derjenigen veto vorher 
formalinfixierten Hirnpulver 0,1% Phosphor. 

Dies bedeutet zugleich einen sehr bemerkenswerten Hinweis dahin, 
dab die Phosphatide frisch getrockneter Organgewebe vermutlich dureh die 
stets vorhandene innige Vermengung mit  schiitzenden Fettk6rpern und 
EiweiBverbindungen, eine sehr auffiillige Stabilitiit an den Tag legen, die 
die Konstanz der Normalstandardwerte ftir ~ther- und Mkoholl6sliche 
Phosphatide erld~rt, die wir im Verlaufe vieler Jahre an den ver- 
schiedensten Normalorganen: Milz, Leber, Gehirn usw. immer wieder 
gefunden hatten. Der kolloide Schutz ist naturgems ein gegenseitiger. 
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Nur auf diese Weise erkl/~rt sich auch die yon King, Rosenheim und 
Webster 1 festgeste]lte Tatsaehe, dab das im reinen Zustande instabile Er- 
gosterin ira luftgetroekneten Gehirne einer/s Mumie, eines vet  
1400 Jahren verstorbenen Individuums, also fiber einen Zeitraum yon 
1400 Jahren hin, unversehrt erhalten geblieben ist. 

Im Sinne des erw/~hnten Untersuchungsziels der Ermitt lung wasser- 
15slieher Spaltprodukte der Hirnphosphatide im Formalin, insbesondere 
aber zum Nachweise des Cholins und Colamins haben wir 50 cem der 
w/~Brigen Konservierungsflfissigkeit des Hirnes Fall Marburg nach Thier- 
felder und Klenk 2 unter Zusatz einiger Tropfen Salzs/~ure am Wasser- 
bade abgedampft. Aufnehmen des Rfiekstandes in absoluten Alkohol. 
Versetzen des Alkoholextraktes mit alkoholl6slieher gg]~-L6sung zur 
Ausf/~llung eines reiehliehen Niedersehlages einer phosphorhaltigen Doppel- 
verbindung mit HgCle (A). Von diesem Niedersch]age wurde abfiltriert, das 
a]koholische Filtrat durch eingeleiteten Schwefelwasserstoff veto fiber- 
schiissigen HgC12 befreit nnd nunmehr zur Ausf/s yon Cholin-Platin- 
ehlorid mit gess alkoholischer Platin-Chlorid (PtC14)- LSsung ver- 
setzt. Ausfa]len eines ziemlich diehten Niedersehlages der Doppelver- 
bindung des Platinchlorids mit Cholin (B). 

Abfiltrieren veto Niederschlage B. Das Filtrat wird, wie das erst 
erw/~hnte Filtrat  dutch Einleitung yon Sehwefelwasserstoff veto iiber- 
sehfissigen Platinch]orid befreit, sodann mit konzentrierter Salzs/s 
eingeengt und nunmehr mit ges/~ttigter Goldchlorid]6snng versetzt. Es 
bildet sich ein geringer und uncharakteristiseher Niedersehlag (C), yon 
sehmieriger Besehaffenheit. Jedesfalls unterblieb der Ausfall einer 
krystallinischen auf etwa vorhandenes Colamin hindeutenden Substanz~ 
da unter der Einwirkung des Formalins nach folgender Formel eine Um- 
wandlung des Colamins in Methylamin/~thylalkohol stattfindet, der sich 
weder mittels Goldehloridf/~llung noch mittels des van Slyke-Verfahrens 
naehweisen 1/~Bt. 

CIt __NH2 j 0  Ctt~--N = CH~ 
I + H- -G ---+ ] + H 2 0  
CH2--0H2 \ H  CH2Ott 

Zur ldentifizierung des mit Platinchlorid ausgefg[Iten Niederschlages (B) 
wurde derselbe durch Filtration abgetrennt, mit Alkohol mehrmals ge- 
waschen, bei 900 C und sodann im Exsiccator bis zur Gewiehtskonstanz 
getrocknet, gewogen und hierauf im Porzellantiegel sorgfaltig gegliiht. 

Das Gewicht des 2Viederschlages betrug 0,0388 g, das seines Gli~hriick- 
standes 0,0212 g. 

1 Biochemic. J. 28, 166 (1929). 
z Thief/elder, H. u. E. Klenk: Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. 

Berlin: Julius Springer 1930. 
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Tgbelle: 
B. ~esamter aus dem Atkoholextrak~ n~ch Abtrennung der Quecksilber- 

ch]oridf~iliung and Zusatz yon :Platinehlorid resnltierender I~ieder- 
schlag . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,0388 g 

C~. Gliihrtiekstand yon t~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,0121 g 
P. Phosphorgehalt yon C~liihriiekstand G in quantitativ nicht 

bestimmbaren Spuren 

Der Niederschlag B enth/tl t  somit 31,2% Platin, entsl~ir also in 
seinem Platingehalt annahe rnd  der reinen Doppelverbindung yon Cholin- 
Platinchlorid (berechneter Wer t  31,7 %). 

Es gelang :somit der 8ichere Nachweis reinen Cholins als P-freien 
N-hal t igen Spal tprodukts  des ursprtinglich vorhandenen  Hirnlecithins. 

Um einigermal~en einen Einblick in die ~Kenge des in Eormalin vorhandenen 
Cholins zu gewinnen, wurde der Alkoholextrakt des Abdunstungsziickstandes yon 
50 cem l%rmalin direkt mit Platinehlorid versetzt, um auf diese Weise den Verlust 
an Cholin zu vermeiden, der bei prim~irer Ausfallung yon I-Igl 2 dadurch zustande 
kommt, dall betr~ehtliche hiengen des Cholins an den mit I-IgC1, ausfallenden 
Niederschlag adsorbiert werden. 

Es ergibt sieh auf diese Weise ein sehr reichlieher Niederschlag (C), der wie 
der Niedersehlag B behandelt wurde. 

Sein Gewieht betrug . . . .  0,2192 g (C) 
Sein Gliihriickstand . . . .  0,0581 g (G) 

I)ieser Cxliihriiekstand enthielt aber s~att 31,7 % des bereehneten Wertes yon 
Cholin-Platinehlorid nur 26,5%. Er war mit nicht ~mbetr~ehtliehen ~engen 
phosphorhaltiger Verbindungen vermengt. Nach Ausziehen des Gliihriiekstandes 
mit heil]em Wasser, das mit Salpeters~ure anges~uert worden war und dureh 
Ausf~llung mit Ammonmolybdad liell sieh unter Zusatz yon Ammonnitrat 
Phosphor in einer 1Kenge nachweisen, die 

0,0035 (P~05)= 0,0015 Phosphor (P) entspraeh. 
Der fiir die Berechnung yon Cholin in :Be~raeht kommende anf Cholin-Platin- 

chlorid beziehbare Platinwert G--P betriigt somit Pt -- 0,0566 g. Dieser Wert yon 
0,0566 Platin entspricht 0,18 g Cholin-Platinehlorid in 50 ecru bzw. 3,6 g in der 
Gesam~formalinmenge yon 1000 ecru, und dieser Weft wieder gems der Proportion 
des Molekulargewichtes yon Cholin-Platineh]orid : Cholin ~ 454,4 : 121 = 0,9 g 
Cholin. 

Zieht m a n  in Betracht,  dab dem Gesamtphosphorgehalt dieser Flilssig- 
keitsmenge 12,1 g Phosphat id  entsprechen (s. Mit tei lung I, Tabelle 2, 
Kolonne  3), so ergibt  sich, dab wir mi t  beil/iufig 0,9 g Chol_in einen sehr 
ansehnliehen Antei l  des ursprfinglich vorhandenen  Cholins als Spalt- 
produkt  wiedergefunden haben,  um so mehr, als m a n  berficksichtigen 
mul~, dab neben  dem Lecithin das cho]infreie Hi rnphosphat id  Kephal in  
vorhanden  sein dfirfte, dab ferner ein Teil des Cholins etwa in Form yon 
Lysoleeithin an Glyeerinphosphors~tureester verankert ,  ein anderer  Tell 
zu tieferen Abbaus tufen  wie Trimethylamin und  ~thylallcohol aufgespalten 
werden kSnnte,  die dem I~aehweise mittels  Plat inehloridfal lung entgehen 
wiirden. 

Als Erg~tnzungsstficke der stickstoffhaltigen Bruehstiicke enth~l t  die 
waBrige Formal inlSsung die phosphorhalt igen Spal tprodukte  der Phos- 
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phatide in Form yon Lysoleeithin, Glycerinphosphors/~ureestern und 
Glycerinphosphorss usw. mit einem Gesamtphosphorgehalt yon 0,435 g 
bis 0,46 g P (vgl. Mitteilung I, Tabelle 2), Stoffe, die offenkundig unter 
der Einwirkung des Formalins aus dem formalinfixierten Hirntrocken- 
pulver in die w~l~rige FormalinlSsung iibergegangen sind und sich auch 
in der Versuehsanordnung fiir den Nachweis des reinen Cholins durch 
ihre Sublimatf~llbarkeit zu erkennen gegeben haben. 

~berdies miil~te noch mit Rfieksicht auf die in Formalin von Gehirn 
Fall Marburg nachgewiesenen Relation yon N : P ~ 3 : 1 (s. Mitteilung I, 
Tabelle 2, Kolonne 4) Vorhandensein niedrig molekularer stickstoff- 
ha]tiger Eiwei~abbauprodukte angenommen werden. Komp!exes Eiwei~ 
kann nicht in Betracht kommen, da Formalin Eiwei6 ausf~ll~ und die 
mit der Konservierungsfltissigkeit und Trichloressigs~ure und Sulfosa- 
licyls~ure angestellten Ringproben negativ ausgefallen waren. 

Die verminderte Extrahierbar]ce~t der Lipoide durch Formalinfixierung, 
wie sie H. Lieb und M. Mladenovic 1 an verschiedenen Organgeweben, 
sp~er  dann auch Kimmelstiel 2 und 2t. Weil 8 nachgewiesen haben, 
finder durch die abschliel~enden Ergebnisse der bier mitgeteilten Unter- 
suchungen ihre 21ufkl~irung dahin, dal3 die verminderte Extrahierbarkeit 
nicht etwa durch eine Hs des zu extrahierenden Materials od. dgl. 
verursacht wird, sondern, >vie bereits Lieb vermutet hatte, dureh par- 
tielle Umwandlung der wasserunlSslichen Phosphatide in wasserlSsliche 
phosphorhaltige und phosphorfreie Spaltprodul~te, die nunmehr aus den 
Geweben in die Konservierungsfliissigkei~ iibergehen. 

Aus alledem ergibt sich der Schlu6, dal~ die Untersuchung yon for- 
malinfixierten Geweben bezi~glieh der Phosphor- und Stickstoffwerte nur 
dann zu einwandfreien Resultaten ffihrt, wenn die Originalkonservierungs- 
flfissigkeit zur Verffigung steht, ohne da~ etwa w~hrend der Einwirkungs- 
dauer etwas yon der w~l~rigen FormalinlSsung abgegossen und durch 
neues Formalin ersetzt worden w~re. Die konservierende Wirkung des 
Formalins bfirgt daffir, dal~ niehts yon den a us den Geweben stammenden 
stickstoff- und phosphorhaltigen, in diese Konservierungsflfissigkeit fiber- 
gegangenen Spaltprodukten durch F~ulnisprozesse od. dgl. derart zer- 
setzt werde, dal~ etwa flfichtige Verbindungen entstehen kSnnten, die 
auf diese Weise dem chemischen Naehweise entzogen wfirden. 

Dagegen ist dringend zu warnen, ls Zeit in w~6riger Formalin- 
l~sung fixierte Gewebe einer Untersuehung auf Phosphatidgehalt zu 
unterziehen, wenn nicht die Originalkonservierungsfliissigkeit vorhanden 
ist und mituntersucht wird, da sonst der, wie unsere Untersuchungen 
zeigen, sehr betr~chtliche Anteil der in der w~13rigen FormalinlSsung 
vorhandenen stiekstoff- und phosphorhaltigen Spaltprodukte unberfick- 

Lieb, Hans u. Mlade~ovic Milos: ]~Ioppe-Seylers Z. 181, 221 (1929). 
Kimmelstiel, Paul: Itoppe-Seylers Z. 184, 143 (1929). 
Weil, Arthur: J. of biol. Chem. 8~, Nr 3 (1929, Sept.). 
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sichtigt bleibt, was naturgem&g zu ganz unkontrollierbaren Fehlresul- 
taten fiihren miigte. Ans demselben Grunde muB aueh an dieser Stelle 
darauf verwiesen werden, dag den dutch die modifizierte Markseheiden- 
fgrbungen naeh Smi th-Die t r ich ,  Ciaccio usw. zustande gekommenen 
histoehemisehen Befunden in Gewebssehnitten aus einem Material, 
das 1/~ngere Zeit in Formalin konserviert worden war, hinsiehtlieh des 
Naehweises der Phosphatide nach Art und Menge keinerlei Beweiskraft 
zukommt. Unsere Untersuehungen best&tigen aueh die gltere gleieh- 
geriehtete Stellungnahme yon seiten Kutschercts 1, C. K a u f m a n n s  2 u . a .  

Aueh der gelegntliehe Naehweis einer Sudan- bzw. Seharlaehrot- 
reaktion yon variabler Intent i tgt  und F/trbungsqualit~tt in Sehnitt- 
pr&paraten lipoidre~cher Gewebe ist nieht immer auf Verfettung zuriiek- 
zufiihren, sondern bisweilen aueh dureh Abspaltung yon Neutralfet t  
aus Phosphatiden und dutch teilweise Veresterung des Cholesterins zu 
erkl~ren. Dahingestellt bleibe dabei vorlgufig, inwieweit die Einwirkung 
des Formalins bzw. der in w&sseriger Formalinl6sung stets vorhandene 
Ameisensgure an dem Zustandekommen derartiger Reaktionen eine I~olle 
spielt. Jedenfalls seheint die Beobaehtung, die der eine yon uns (Eps te in )  
mehrmMs anzustellen Gelegenheit hatte, daS Schnitte Gin und desselben 
lipoidreiehen Materiales naeh jahre]angem Verweilen in Formalin eine 
Intensit~tszunahme dieser Reaktionen erkennen lieBen, einen Fingerzeig 
naeh dieser Riehtung lain zu geben. 

1 Kutscherc~, H.: Virehows Arch. ~56, 569 (1925). 
2 Kctu]mann, C. u. E. Lehmann: Virehows Arch. 261, 623 (1926). -- Virehows 

Arch. 270, 360 (1928). 


