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Die zuerst von Hauser (1885) beobachtete Krscheinung, dafi wihrend kiinst-
licher Autolyse in den Leberzellen vorher unsichtbare Fette auftreten, wurde
zunéchst als Fettneubildung gedeutet (Hauser 1885, LinDEMANN 1899). Chemi-
sche Analysen (Kraus 1887, SieerrT 1902, Onra 1910, Sumsara 1911, Hess und
SAxrL 1908) haben diese Annahme widerlegt, weil die Gesamtmenge der Fettsiduren
wihrend der Autolyse nicht groBer wird, also offenbar nur Lipide sichtbar gemacht
werden, die schon vorher im Cytoplasma fein verteilt, fest gebunden und nicht
farbbar vorhanden waren. Seither gilt die kimstliche Autolyse als Methode zur
Darstellung maskierter invisibler Fette.

Obwohl diese als Myeline bezeichneten Lipide schon seit langem bekannt sind,
hat erst FEYRTER (1956) in einer neueren Arbeit erhebliche Unterschiede ihrer
Menge, Lokalisation und Verteilung im Lappchen von Leichenlebern beschrieben
und offen gelassen, ob dem eine unterschiedliche Fermentaktivitit oder drtlich
wechselnde Mengen des Ausgangsmaterials zugrunde liegen. Welche Fermente bei
kiinstlicher Autolyse der Leberfette wesentlich sind, ist noch nicht histochemisch
untersucht.

Kiinstliche Autolyse ist heute nicht mehr die einzige Methode zur Sichtbar-
machung fein verteilter Fettstoffe. Die Darstellung gelingt auch fluorescenz-
mikroskopisch (BERg 1951) und firberisch (Sixapius 1961). Uber die Bezie-
hungen zwischen Autolysefetten und fein verteilten leicht extrahierbaren sudano-
philen Lipiden ist noch nichts bekannt.

Neben den eigentlichen Autolyselipiden (Myelinen) haben Autolyseverdnde-
rungen an den Fetttropfen der Leber kaum Beachtung gefunden. Die vollstindige
Auflésung von Fetttropfen bei kiinstlicher Autolyse ist wohl bekannt, Vorstadien
und andere Verdnderungen sind aber noch nicht geniigend untersucht.

Alle durch Autolyse bedingten Anderungen im firberischen, histochemischen
und physikalischen Verhalten der tropfigen und nicht tropfigen Lipide der Leber
haben praktische Bedeutung, weil mit jhnen auch im Sektionsmaterial zu rech-
nen ist.

Unter diesen Gesichtspunkten wurde versucht, folgendes zu kléren:

1. Lokalisation, Verteilung und Menge von Autolyselipiden in der Leber ver-
schiedener S#ugetiere, vor allem von Schlachttieren.

2. Histochemie der Autolyselipide auch mit Anwendung neuer Methoden.,

3. Beziehungen zwischen Autolyselipiden und férberisch darstellbaren fein
dispersen Lipiden. )

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 336 292



312 D. Srxaprrvs and H. KALBFLEISCH :

4. Autolyseverinderungen an den Fetttropfen der Leber bei physiologischer
Verfettung.
5. Histochemie fettspaltender Enzyme bei kiinstlicher Autolyse der Leber.

Material und Methodik

Das Untersuchungsmaterial umfafit Lebern von mehr als 100 Schweinen, 10 Kélbern,
10 Rindern, 10 Schafen, 5 Kaninchen und 5 Ratten.

2—5 mm dicke Gewebsstiicke wurden unmittelbar nach der Schlachtung den Lebern
entnommen und der kiinstlichen Autolyse in der feuchten Kammer im Wirmeschrank bei
37° unterworfen. Von jeder Leber wurde auBerdem Kontrollmaterial ohne Autolyse sofort
in 4 %iges Formalin eingelegt.

Bei 10 Schweinelebern wurden Gewebsstiickchen gleichzeitig teils unter sterilen Be-
dingungen, teils unsteril autolysiert und die Ergebnisse anschliefend verglichen. Bei allen
iibrigen Fillen wurde auf sterile Versuchsbedingungen verzichtet, weil sie in Ubereinstimmung
mit den Beobachtungen FeyrTERs das Untersuchungsergebnis nicht erkennbar beeinflussen.

Das Material wurde nach Autolysezeiten von 3, 6, 10, 24 und 48 Std, bei einzelnen Féllen
auch nach 3—7tdgiger Autolyse fiir 12—24 Std in 4 %igem Formalin fixiert.

Die Plasmalreaktion wurde an nativen Gefrierschnitten, alle iibrigen Farbungen und
Reaktionen wurden an formolfixierten 10u starken Gefrierschnitten durchgefiihrt.

AuBerdem wurden native Gefrierschnitte flottierend der Autolyse in Pufferlosungen bei
verschiedenen pg-Werten unterworfen und anschliefend mit 0,01 %igem Methylviolett im
EinschluBverfahren gefdrbt.

Ergebnisse
1. Auiolyselipide (allgemeine Beobachtungen)

In Leberzellen mit und ohne Fetttropfen bilden sich bei kiinstlicher Autolyse
abgrenzbare Lipidteilchen (Autolyselipide im engeren Sinne), die sich mit kolloi-
dalem Sudan Schwarz B anfirben. Gleichzeitig wird die durch fein disperse
Lipide hervorgerufene diffuse Schwirzung des iibrigen Cytoplasmas erheblich
abgeschwicht. Autolyselipide bestehen, wie die lichtmikroskopische Betrachtung
bei starken Vergréferungen lehrt, aus sehr kleinen Einzelteilchen mit einem
Durchmesser zwischen 0,2 und 0,6 y, durchschnittlich 0,4y (Abb. 1). Diese
Teilchen neigen dazu, sich értlich zusammenzulagern, ohne miteinander zu ver-
schmelzen und bilden dadurch vielgestaltige Formationen, deren feinkérnige
Struktur bei starken VergréBerungen an ausreichend diionen Gefrierschnitten
meist gut zu erkennen ist. Typische Aggregationsformen der Autolyselipide sind
unter anderem Kreise an der AuBenseite der Kernmembran, verzweigte Lings-
reihen und unregelmiBige, unscharf begrenzte Haufen, die aus vielen Einzel-
teilchen bestehen. In 24stiindiger Autolyse entwickeln sich oft eigenartige poly-
morphe Gebilde von 0,5—1,0  Durchmesser mit scharfen intensiv schwarzen
Randkonturen und blaBgrauem oder farblosem Zentrum, die, wie stérkste licht-
mikroskopische Vergréferungen zeigen, auch aus feinsten Kérnchen zusammen-
gesetzt sind. Haufenformige Ansammlungen von Autolysekérnchen mit dichtem
Zentrum und aufgelockerter Randzone liegen am Schnitt oft teilweise auBerhalb
der Leberzellen iiber den Sinusoiden und iberschreiten gelegentlich mit einem
Durchmesser von mehr als 30 u die Grenzen einzelner Leberzellen (Abb. 1b).

Innerhalb der Leberzellen liegen die Autolysekornchen unregelmifig verstreut
(diffusocelluldr) (Abb. 1a), entlang den Sinusoiden perischnurdhnlich aufgereiht
(pericapillir) (Abb. 4 und 6), in der Umgebung der Gallecapillaren bzw. zwischen
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ihnen (peribililir) (Abb. 1¢) oder herdférmig angehduft (Abb.1b). Von diesen
vier Grundformen der intracelluliren Lokalisation konnen jeweils zwei in einer
Zelle oder Zellgruppe kombiniert auftreten, so z.B. die pericapillire mit einer
geringen diffusocelluldren, die diffusocellulire mit der herdférmigen und die
peribilidre mit einer geringen diffusocellulidren, nicht dagegen die pericapillire mit
der peribiliiren oder der herdférmigen Lokalisation.

Abb. 1. a Spirliche peribililire und diffusocellulare Autolyselipidkdérnchen in Léappchenabschnitt
ohne Fetttropfen. b Merdfdérmige Anhiufung von Autolyselipiden (Leberzellen ohne Fetttropfen,
Sternzellenverfettung). ¢ Starke peribililire Anhdufung von Autolyselipiden (Leberzellen ohne Fett-
tropfen). Autolyse 21 Std -— Schweineleber. Sudanschwarz B 0,5 % in 55 %igem Alkohol. 650fach

2. Farberische und histochemische Eigenschaften der Autolyselipide
Unter den Sudanfarbstoffen ist Sudanschwarz B in kolloidaler Lisung zur
Darstellung der Autolyselipide am besten geeignet.

Tabelle. Fdirberisches und histochemisches Verhalten der Autolyselipide

. Sudan III . . .. ]
. Sudanschwarz B O 2% in 70 %1gem Alkohol . (+)
Sudanschwarz B 0,5% in 55 %igem Alkohol . . . -}
. Benzpyren-Coffein (BErg) . . . . . . . R +

. Nilblausulfat 0,08% pg 2,3 (Citratpuffer) . . . . - (blau)
. Methylviolett 0,01% pr2,0 . . . . . . R

. Kresylviolett-Weinsdure nach FEYRTER . .

. Thionin-Weingéure nach FEYRTER .

. Perjodsiure-Leukofuchsin (PAS)- Reaktion . . .

. PAS-Reaktion nach Bromierung (15 min) . . . . (
. Perameisensaure-Leukofuchsin (PFAS)-Reaktion
. PFAS-Reaktion nach Bromierung (15 min)

. UV.-Schiff-Reaktion nach BerT und Haves

. Chromierungsverfahren . . . . . . . . . .

. Cholesterinnachweis (Frrcin) e
. Plasmalreaktion (native Gefrlerschmtte) .

. Fettsdurennachweis nach MEYER-BRUNOT . -
. Methylenblaubindung . . . . . . . . . . . . bispx25
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Sudan IIT firbt auch in kolloidaler Liosung nach Rowmrrs oder nach FrOBOESE und
SPrROENLE nur einen geringen Teil der Autolyselipide und auch diesen nur sehr schwach an,
ist also nicht brauchbar. Auch Sudanschwarz B in der iiblichen gesiittigten (0,2 %igen) Losung
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erfaflt hochstens einen geringen Teil der Autolyselipide. Mit einer kolloidalen, also stark iiber-
sittigten 0,5 %igen Losung von Sudanschwarz B in 55 %igem Alkohol lassen sich dagegen die
Autolyselipide in den ersten 24 Std kiinstlicher Autolyse vollstindiger und priziser, als mit
allen anderen allgemeinen und speziellen Methoden darstellen. Die Losung firbt schon in
frithen Stadien der Autolyse die feinsten Lipidteilchen deutlich an und ist hierin allen anderen
Darstellungsmethoden iiberlegen. Um unspezifische Féarbeeffekte abgrenzen zu konnen,
empfiehlt es sich, gleichzeitig einen extrahierten Kontrollschnitt mitzufirben. Farbungen mit
kolloidalem Sudanschwarz B lassen eindeutig erkennen, daf mit dem Auftreten der Autolyse-
lipide die diffuse Sudanophilie der fein dispersen Lipide abblaft. '

Zu den allgemeinen Darstellungsmethoden rechnet auch die Fluorochromierung der Auto-
lyselipide durch Benzpyren-Coffein (BErc). Die Methode ist aber hier nicht zu empfehlen, weil
sie die feinsten Lipidkérnchen nicht prizise erfafit, und die Priparate nicht haltbar sind.
Eigenfluorescenz besitzen die Autolyselipide nicht.

Die Autolyselipide lagsen sich in 10 min leicht mit Methanol-Chloroform 1:1
extrahieren. Nach Extraktionen mit Aceton und Athanol zeigen 10 u starke Ge-
frierschnitte dagegen noch schwach sudanophile Reste der kérnigen Lipide.

Mit Chromierungsverfahren lassen sich die Autolyselipide kontrastreich dar-
stellen ; die feinsten Kornchen im Frithstadium der Autolyseverdanderungen werden
aber nicht erfalit.

Die Chromierung kann nach der alten Vorschrift von Smrra-DierricH erfolgen. Kiirzer
und nicht weniger zuverlissig ist die Chromierung mit 5 %iger Chromsdure, wie oben bereits
zur Darstellung der feindispersen Lipide empfohlen. Durch beide Chromierungsverfahren,
deren relative Spezifitidt als Lipidfirbung durch eine gleichzeitige Extraktionskontrolle ge-
sichert wird, firben sich die Autolyselipide tiefschwarz oder dunkelblauschwarz an und heben
sich dadurch kontrastreich vom iibrigen nur schwach gelbbriunlichen Cytoplasma ab.

Die Autolyselipide lassen sich auch mit basischen Farbstoffen anfirben, so z.B.
mit saurem Kresylviolett und Thionin im EinschluBverfahren nach FEYRTER,
mit Methylviolett, Methylenblau und mit Nilblausulfat. Bis 24 Std nach Auto-
lysebeginn gelingt mit 0,01 %igem Methylviolett bei py 2,0 eine nahezu elektive
Darstellung der Autolyselipide, weil das iibrige Gewebe weitgehend ungefarbt
bleibt. Autolyselipide zeichnen sich also durch eine ausgesprochene Basophilie aus.
Nilblausulfat firbt sie bis px 2,3 intensiv blau an.

Autolyselipide verhalten sich bei der UV-Schiff-, bei der PAS- und der PFAS-
Reaktion positiv, werden also rot getont. Die Reaktionen werden durch
Bromierung weitgehend blockiert.

Durch die Fettsiurereaktion nach MeverR-BruNoT werden die Lipidkérnchen
braun oder braungelb dargestellt.

Nach Autolysezeiten von 2—7 Tagen konnen sich vornehmlich bei tropfen-
férmiger Leberzellverfettung folgende Eigenschaften der Autolyselipide édndern:
Die Firbbarkeit mit kolloidalem Sudanschwarz B und die Basophilie nehmen
erheblich ab. Die Kérnchen firben sich mit kolloidalem Sudanschwarz B oft nur
noch grau oder grauschwirzlich und verwaschen an. Sie lassen sich mit Methyl-
violett nicht mehr bei pg 2,0, sondern relativ schwach bei pu 2,3 und kriftig erst
bei pg 3,0, mit Nilblausulfat bei py 2,3 rotlich und erst bei pm 3,2 blau anfarben.
Mit abnehmender Basophilie schwindet auch die Perjodatreaktivitdt der Korn-
chen. Durch die Fettsiurereaktion nach MEYER-BRUNOT werden dagegen auch
bei lingeren Autolysezeiten alle Lipidteilchen prizise und zunehmend intensiv
braun dargestellt. Daritber hinaus zeigen Lebern mit tropfiger Verfettung bei
Behandlung nach MeyER-BRUNOT meist 6rtlich begrenzte dichte Ansammlungen
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dunkelbrauner Fetteilchen, die durch keine andere Farbung und Reaktion
erfalt werden.

Die Priifung der Methylenblaubindung von Tropfextrakten hat folgendes
ergeben: In Lebern ohne Leberzellverfettung bleibt die Basophilie der Aceton-
Tropfextrakte bei Autolyse unveréndert, wihrend die der Chloroformextrakte bei
tiefen py-Werten etwas abnimmt (von py 2,3 auf 2,8). Bei Leberzellverfettung
wird die Basophilie von Chloroformextrakten durch lingere Autolyse (48 Std)
von pr 3,3 auf pa 4,2 eindeutig abgeschwicht.

3. Autolyseverinderungen an den Fettiropfen der Leberzellen
und der Kupfferschen Sternzellen
Bei kiinstlicher Autolyse dndern sich im Verlauf weniger Stunden die Férb-
barkeit mit basischen Farbstoffen und das Verhalten der Tropfen bei der Fett-
saure-Reaktion nach MEY®ER-BrUNOT.

Abb. 2. Autolysebefund (b) bei starker pericapillirer und diffusocellulirer Leberzell- und bei
Sternzellenverfettung. (a) Auflésung der groBen Fetttropfen (Konturen!). Diffusocelluldre Autolyse-
kérnelung. Autolyse 24 Std. Kalbsleber. Sudanschwarz B 0,5 % in 55 %igem Alkohol. 600fach

Natwe Gefrierschnitte wurden 4, 10 und 20 Std auf Pufferlésung vom pg 3, 5, 7 und 9
schwimmend bei 40° im Warmeschrank aufbewahrt und danach mit 0,01 %igem Methylviolett
vom prr 2,8 nach dem EinschluBverfahren gefirbt. Nach 4 Std sind zunichst nur die Tropfen
der pg 5-Schnitte, nach 20 Std auch die der pr 3-Schnitte und (teilweise) die der P 7-Schnitte
basophil. Nach Aufbewahrung bei pgr 9 bleibt die Basophilie aus.

Die Entwicklung der autolytischen Basophilie hiingt also wesentlich von der
umgebenden aktuellen Reaktion ab. Sie bleibt vollstandig aus, wenn fiir 3-—5min
in 1%igem Sublimat fixiert oder der Inkubationslgsung E 600 (1074 mol) zugesetzt
wird. Auch wenn das Material als Gewebsstiick mindestens 12 Std bei 409 der
Autolyse unterworfen und dann nach 3stiindiger Formol-Fixation untersucht wird,
tarben sich die Tropfen lebhaft mit basischen Farbstoffen an. Alle basophilen
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Tropfen verhalten sich bei der Fettsdurereaktion nach MEvar-Bruxor stark
positiv, d.h. nehmen einen gelbbraunen bis dunkelbraunen Farbton an. Die
Farbintensitdt ist am Rand der Tropfen meist am stirksten. Die Methylen-
blaubindung der basophilen Tropfen ist relativ schwach und reicht héchstens bis
PH 4,0
Fetttropfen konnen schon in frithen Autolysestadien im Zentrum abblassen,
bis sich schlieflich nur noch ihre Randkonturen anfirben (Abb. 2). Beschrinkt
sich diese Abblassung auf eine Tropfenbalfte, dann bleiben halbmond- oder sichel-
o férmige Resttropfen erhalten. Alle Tropfen-
£y W i rfﬁ reste (Randkolr)l‘ouren, Halbmonde pun(il
Sicheln) sind basophil, also z.B. mit
- J' Methylviolett bis pg 2,0 und mit Nil-
blausulfat bei pg 2,3 in blauem Farbton
farbbar und verhalten sich bei der Re-
aktion nach MEvER-BrUNoTr, die Rand-
konturen dariiber hinaus auch bei UV-
Schiff-Reaktion positiv. Erscheinungen
der Abblassung entwickeln sich oft bereits
in den ersten sechs Autolysestunden an
einem Teil der Tropfen, vorwiegend der
Léappchenperipherie und des intermedidren
Abb. 3. Feintropfiger Zerfall basophiler LéppchenabSChMtts'
Fetttropfen der Sternzellen mach 7 Std Fetttropfen konnen schon in den ersten
A“goéf’g?,/; insglévﬁgi‘ﬁ?fﬁ;ohﬁfd?’éﬁﬁ?ﬁ” sechs Autolyggstunden in zahlreiche Kkleine
basophile Lipidtropfchen und -kérnchen
zerfallen, in den Kupfferschen Sternzellen oft in 10—20 Tropfchen unterschied-
licher GroBe, die sich bel Farbungen mit kolloidalem Sudanschwarz B und mit
basischen TFarbstoffen sehr deutlich abheben (Abb. 3). In den Leberzellen
sammeln sich die durch Auflésung freiwerdenden kleinen Trépfchen manchmal
als dichter Saum am Rand der abgeblaBten Tropfen an.

4. Die Lipaseaktivitdt

Die Lipaseaktivitit wurde an nativen und an Gefrierschnitten fixierten
Materials (3 Std in 10%igem Formalin) mit der Metallsalzmethode (Bleisulfid-
methode) nach Gomorr (1945) und der Azofarbstoffmethode nach NacHLAs und
SELIGMAN (1949) gepriift.

Native und in dieser Weise fixierte Schnitte unterscheiden sich hingichtlich ihrer Lipase-
aktivitit bei beiden Methoden nur wenig. Die 3stiindige Formalinfixierung bewirkt also keine
wesentliche Abschwichung der gestaltlich faBbaren Fermentaktivitdt. Mit beiden Methoden
bilden sich in jeder normalen Leber kornige Reaktionsprodukte an den Leberzellen und den
Sternzellen bzw. dicht neben diesen Zellen. Die Gesamtmenge der Reaktionsprodukte hingt
einerseits von der Fermentaktivitit des Gewebes, andererseits auch von der Untersuchungs-
methodik ab. Feinere drtliche Unterschiede der Lipaseaktivitit liefen sich nur bei einer
abgeschwiichten Azofarbstoffreaktion (NacHLAs und SELIGMAN) erfassen (zwei Tropfen einer
1%igen Losung von 1-Naphthylacetat auf 10 em?®), wenn kurz (3—5 min) inkubiert wurde.

Bei konstanter Anwendung dieser Methode ergaben sich folgende Beziehungen
zwischen der Stirke und Lokalisation der physiologischen tropfigen Verfettung,
der Autolyseverfettung und der Lipaseaktivitit: a) Je stirker die tropfige Ver-
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fettung und die Autolyseverfettung, desto grofler die Gesamtmenge der Ferment-
reaktionsprodukte; b) Zellen und Zellteile mit reichlich fein dispersen Fetten be-
sitzen meist eine stirkere Lipaseaktivitit als andere ; ¢) Inunmittelbarer Umgebung
der Fetttropfen und im Bereich értlicher Anhdufungen von Autolyselipiden besteht
eine verstarkte Lipaseaktivitdt. Bei pericapillirer Verfettung und pericapillarer
Autolysekérnelung liegen also die Reaktionsprodukte der Azofarbstoffmethode
vorwiegend pericapillér.

Zur weiteren Klarung der Beziehungen zwischen Lipaseaktivitdt und Auto-
lyseverdnderungen wurde die Wirkung der Esteraseinhibitoren E 600 und Di-
isopropyl-fluorphosphat (DFP) an nativen Schnitten wahrend der Autolyse bei
379 gepriift (Konzentration der Inhibitoren 1074). Wahrend Kontrollschnitte
von Lebern mit starker pericapillirer Verfettung nach 2—3 Std schon einige
Autolysekdrnchen und nach 6 Std zahlreiche basophile Tropfen zeigten, ent-
wickelten sich bei Zusatz von E 600 auch nach lingeren Autolysezeiten nur
spirliche Autolyselipide und keine Basophilie der Fetttropfen. Durch DFP
wurde die Autolyse nicht beeinfluf3t.

a. Die Autolysemuster

Je nach der Menge und Verteilung der Autolyselipide und dem Ausmafl der
Fetttropfenverinderungen entwickelt sich spétestens in 24 Std Autolyse ein
Autolysemuster, das mit geringen Abweichungen in allen Lappchen wiederkehrt
und von der jeweiligen Lipaseaktivitidt und der Menge und Lokalisation der farb-
baren Lipide vor der Autolyse abhingt. Auch zwischen dem zeitlichen Ablauf
der Autolyseverdnderungen und dem Verfettungstypus bestehen Beziehungen.
In 24 Std entwickeln sich vor allem folgende Autolysemuster:

a) Bei Lebern ohne Fetttropfen der Leberzellen, aber mit Sternzellen-Fett-
tropfen: Frithzeitige Auflésung der Sternzellen-Tropfen oft schon 3—6 Std nach
Beginn, relativ spite Entwicklung und geringe Menge der Autolyselipide (voll-
standiges Autolysemuster oft erst nach 20—24 Std) meist diffusocellulare (Abb.1a)
oder herdférmige {Abb. 1b), seltener peribililire (Abb. 1¢) Lokalisation der Auto-
lyselipide, gleichméflige Verteilung dieser Formen in Leberldppchen und gleich-
maBig geringe Lipaseaktivitdt (bevorzugt an den Sternzellen) im ganzen Lappchen.

b) Bei Lebern mit geringer peripherer pericapillirer Leberzellverfettung:
Beginn der Autolyseveranderungen nach 3 Std mit Auflosung der Sternzellen-
tropfen und Entwicklung peripherer pericapillirer Autolysekérnchen, nach 24 Std
pericapillire Autolyselipide in der Peripherie und gemischt diffusocelluléir-herd-
formige oder peribilidre Autolysekérnelung im tbrigen Lappchen (Abb. 6), Menge
der Autolyselipide in der Peripherie eindeutig groBer als in den Zentren, in der
Peripherie auch vorwiegend pericapillir verstirkte Lipaseaktivitdt und Vermehrung
fein disperser Lipide. Bei Lebern mit geringer pericapillirer Leberzellverfettung
im ganzen Lappchen Ausdehnung der peripheren Autolyseverinderungen des
Typus b auf das ganze Lappchen.

¢) Bei Lebern mit mittelstarker bis starker pericapillarer Leberzellverfettung
im ganzen Lappchen unter Bevorzugung der Peripherie: Beginn der Autolyse-
verdnderungen schon nach 3 Std, pericapillire Autolysekornelung im ganzen
Lappchen, sekundéar diffusocellulire in der Peripherie (Abb.4), relativ groBe
Menge der Autolyselipide vor allem in der Peripherie, zunichst zunehmende
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Basophilie der Fetttropfen, spiter Abblassung und Auflésung der Tropfen, starke
besonders pericapillire Lipaseaktivitdt (Abb. 5).

Abb. 4a u. b. Autolysebefund (b) bei mittelstarker pericapillirer Leberzell- und bei Sternzellenver-

fettung (a). — b Fagt vollstdndige pericapillire und geringe diffusocelluldre Autolysekérnelung. Auf-

16sung der Fetttropfen. Autolyse 24 Std. Schweineleber. Sudanschwarz B 0,5 % in 55 %igem Alkohol.
600fach

g SR L A e ) R .
Abb. 5. Starke pericapillire Lipaseaktivitdt bei pericapilldrer Autolysekdrnelung (Abb. 4). Schweine-

leber. Azofarbstoffmethode (NACHLAS u. SELIGMAN). Gefrierschnitt nach 3stindiger Fixation in
10 %igem Formalin

Aus den Beobachtungen ergeben sich folgende Regeln: Die rein diffusocellu-
lire, herdférmige und peribililire Autolyseverfettung entwickelt sich ausschlief3-
lich in Lebern und Léppchenabschnitten ohne tropfige Leberzellverfettung bei
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relativ geringer Lipaseaktivitdt. Sie beginnt relativ spét, frithestens nach 10 Std
Autolyse und ist oft erst nach 24 Std vollsténdig.

Pericapillire Autolyseverfettung entsteht immer in Lebern und Léappchen-
abschnitten mit einer mindestens geringen (unterbrochenen) pericapillaren tropfigen
Verfettung bei pericapillirer Vermehrung der fein dispersen Lipide und vorwiegend
pericapillar verstirkter Lipaseaktivitdt, und nur ausnahmsweise ortlich begrenzt
in Leberzellen ohne Fetttropfen, aber mit gleichfalls kraftiger diffuser Sudano-
philie. Sie beginnt oft schon nach 2—3 Std Autolyse und kann schon nach 10 Std
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Abb. 6. Unterschiedliche Menge und Verteilung der Autolyselipide im Liippchen: Peripherie mit
reichlich pericapilldren, intermedidr und zentraler Abschnitt mit spérlichen Autolyselipiden.
Autolyse 24 Std. Schweineleber. Sudanschwarz B 0,5 % in 55 %igem Alkohol, 120fach

nahezu vollstindig sein. Die Gesamtmenge der Autolyselipide ist bei peri-
capillirer Autolyseverfettung grofer als bei den anderen Formen; je grofer die
Gesamtmenge, desto frither beginnt die Autolysekérnelung.

Gleichzeitig mit der Autolysekdrnelung losen sich die basophilen Tropfen der
Sternzellen und der Leberzellen unter charakteristischen Zwischenstadien auf,
und zwar um so rascher, je stirker die Basophilie vor der Autolyse.

Diskussion
1. Zur Methodik

Fiir die praktische Anwendung der kiinstlichen Autolyse zur Fettdarstellung
ist eine mdglichst einfache und zuverldssige Methode zweckmiBig, in der Auto-
lysezeit, Autolysetemperatur, Autolysemilicu und Firbemethode festgelegt sind.

Die Autolysezeit mul so bemessen sein, da die Autolyselipide in ihrer charakte-
ristischen Form und Verteilung mdéglichst vollstindig sind, das Autolysebild
(Autolysemuster) andererseits nicht durch Sekundirverinderungen verwischt
wird. Diese Zeit ist meist nach 24 Std erreicht. Fryrrur (1956) hat an Leichen-
lebern gelegentlich bereits nach 3 Std kiinstlicher Autolyse den Beginn der fettigen
Kornelung gesehen. Auch nach eigenen Beobachtungen beginnt die Autolyse-
kérnelung manchmal schon nach 2—3 Std Autolyse, in anderen Fillen allerdings
wesentlich spiter.
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Die kiinstliche Autolyse 146t sich durch hohere Temperaturen beschleunigen.
Ds hiermit aber keine methodischen Vorteile verbunden sind, sollte an der Stan-
dardtemperatur von 37° festgehalten werden.

Da die Einwirkung wéBriger Losungen die Gefahr des Fettschwundes durch
Quellung und Auflésung mit sich bringt, verdient die Autolyse in der feuchten
Kammer den Vorzug.

Die farberische Darstellung der Autolyselipide ist einfach und mit verschiedenen
Methoden moglich. Unter den seit langem bekannten Lipidfirbungen ist Nil-
blausulfat zur Darstellung der Autolyselipide gut brauchbar. Daneben hat sich
vor allem Methylviolett in 0,01 %iger saurer Lésung (pm 2,8) bewihrt. Sudan-
schwarz B ist nur in kolloidaler Losung geeignet.

2. Entstehung der Autolyselipide

Als Matrix der Autolyselipide werden seit Kravs (1887), SiEGERT (1902) u. a. Fette an-
gesehen, die im Cytoplasma fein verteilt und mit Sudan ITI nicht firbbar sind, daher als
fest gebunden und maskiert gelten.

Nach dem Ergebnis eigener Untersuchungen ist aber ein Teil dieser diffusen
TFettstoffe leicht extrahierbar und mit kolloidalem Sudanschwarz B firbbar, also
weder fest gebunden, noch maskiert. Neben diesen , fein dispersen® enthilt das
Cytoplasma wahrscheinlich auch fest gebundene Lipide, die schwer extrahierbar,
nicht farbbar und mit Recht als maskiert zu bezeichnen sind. Die regelméiflige
Abschwichung der diffusen Sudanophilie bei kiinstlicher Autolyse weist darauf
hin, daB die fein dispersen Lipide an der Entwicklung der Autolysekérnchen
beteiligt sind. Fein disperse und Autolyselipide stimmen auch in wesentlichen
farberischen und histochemischen Eigenschaften tberein, so vor allem in jhrer
Basophilie, in ihrem Verhalten bei der UV-Schiff-Reaktion und bei Chromierungs-
verfahren. Die Mitwirkung maskierter (also fest gebundener, nicht farbbarer)
Fettstoffe ist moglich, aber nicht bewiesen.

Die Autolysekérnelung wird, wie unsere Untersuchungen gezeigt haben, durch
fermentative Hydrolyse der Triglyceride eingeleitet. Hemmung oder Inakti-
vierung der hierfitr verantwortlichen fettspaltenden Enzyme (Lipasen und
Tsterasen) verhindert daher auch die Autolyse. Fiir eine fermentative Spaltung
von Lipoid-EiweiBverbindungen liefern die Beobachtungen keinen Anhaltspunkt,
zumal eine feste Proteinbindung fir die leicht extrahierbaren fein dispersen Lipide
als wesentliches Ausgangsmaterial der Autolyselipide nicht anzunehmen ist.

Die daran anschlieBende Verteilungsinderung der Fette im Cytoplasma ist
am besten durch kolloidchemische Zustandsanderungen zu erklaren.

Die Verteilung von Fettgemischen im Cytoplasma kann als Emulsion von Fett in Wasser
aufgefaBt werden, deren Stabilitit von der Anwesenheit hydrophiler Kolloide (Proteine,
Phosphatide) wesentlich abhingt (DEGEwITz 1929). H-Ionen wirken nach DrerwriTz der
Dispersion von Fett in Wasser entgegen. Bei einem Kationeniiberschufl kann es zur Ent-
ladung und zum Zusammenfliefen der Fettmassenteile kommen (Decrwrrz 1929).

Bei einer Zunahme der H-Tonen-Konzentration infolge hydrolytischer Fett-
spaltung sind diese Voraussetzungen gegeben. Das Zusammenfliefen diffus ver-
teilter Lipide zu gestaltlich abgrenzbaren Teilchen ware dann eine sekundére
Folge der fermentativen Fettspaltung.



Morphologie und Histochemie der Lipide normaler Saugerlebern 321

3. Mengenunterschiede der Autolyselipide

Autolyselipide bilden sich oft an bestimmien Orten der Leberzelle, z. B. peri-
capillar. Thre Menge ist dariiber hinaus oft auch innerhalb des Lappchens und bei
mehreren Lebern verschieden. Die Mengenunterschiede beruben in erster Linie
auf solchen der Fermentaktivitit. Bei pericapillirer Autolyseverfettung bilden
sich die Reaktionsprodukte der Azofarbstoffmethode z.B. bevorzugt pericapillar.
Sparliche Autolyselipide entsprechen einer geringen, reichliche einer starken
Lipaseaktivitét.

Andererseits hingt die Stérke der Lipaseaktivitdt und damit auch die Menge
der Autolyselipide mit der Menge der fein dispersen Lipide zusammen. In Zellen
mit starkerer diffuser Sudanophilie und verstirkter UV-Schiff-Reaktion, wie sie
vor allem in der Lappchenperipherie oft vorkommen, entwickeln sich mehr
Autolyselipide als an anderer Stelle. Ebenso entsprechen einer pericapilliren
Vermehrung der fein dispersen Lipide und der Lipaseaktivitdt auch pericapillire
Ansammlungen von Autolyselipiden. Die Beobachtungen sprechen fiir eine enge
Wechselbeziehung oder Abbingigkeit zwischen Lipaseaktivitit und fein dispersen
Lipiden, die weiterer Klérung bediirfen.

Mengenunterschiede der Autolyselipide spiegeln sich auch im zeitlichen Ablauf
der Autolyseverdnderungen wider. Starke Autolysekornelungen beginnen frither
als schwache. Bei pericapillirer Kornelung bilden sich hier auch die ersten Korn-
chen, lange bevor das tbrige Lappchen entsprechende Autolyseverdnderungen
zeigt. Bel geringer Autolysekornelung entstehen die ersten Kornchen bedeutend
spater als bei starker Kérnelung.

Anhgufungen von Autolyselipiden, die an der Grenze benachbarter Zellen
liegen oder die Ausdehnung einer Zelle iiberschreiten, sind wahrscheinlich aus
den fein dispersen Lipiden mehrerer Zellen durch Aggregation und Adsorption
von Lipidteilchen entstanden. Mit ihnen ist vor allem beim herdférmigen Typus
der diffusocelluliren Autolyseverfettung zu rechnen. Wieweit Adsorptions-
erscheinungen sonst das Autolysebild beeinflussen und vergrébern, bestehende
Mengenunterschiede also betonen und verstiarken, ist schwer zu entscheiden.

Nicht jede drtliche Anhdufung von Autolyselipiden kann durch entsprechende
Unterschiede der Fermentaktivitdt und der fein dispersen Fette erklirt werden.
Sind aber derartige Unterschiede gestaltlich nachzuweisen, dann kommen sie auch
stets im Autolysebild zum Ausdruck.

4. Beziehungen zwischen fein dispersen Lipiden und Fettiropfen der Leberzellen

Zwischen der physiologischen pericapilliren Verfettung der Schlachttierleber
und der Form und Stirke der Autolyseverfettung ergeben sich folgende Be-
ziehungen: Die pericapillire (kornige) Autolyseverfettung kommt tiberhaupt nur
bei Tieren vor, die auch eine tropfige pericapillire Verfettung unter physiologischen
Bedingungen héufig entwickeln (z.B. Schwein und Kalb). Auch bei der Autolyse-
verfettung dieser Tiere tiberwiegt die periphere, pericapillire Form, herrscht also
der gleiche qualitative und quantitative Gegensatz zwischen Peripherie und
Zentrum wie bei der tropfigen intravitalen Verfettung. Bei tropfiger (peri-
capillirer) Verfettung entwickeln sich meist reichlich pericapillire Autolyselipide
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zwischen den Fetttropfen, also in den Liicken der pericapilliren Siume. Peri-
capillire Autolyselipide kommen schliefllich auch ohne Fetttropfen, diese aber
nicht ohne Autolyselipide vor. Danach ist anzunehmen, dafi der tropfigen Ver-
fettung eine pericapillire Vermehrung fein disperser Lipide vorausgeht.

5. Die Zusammensetzung der Autolyselipide

Nach Angaben von FATRBATRN (1945) ist wihrend der Autolyse eine Ver-
minderung der Phosphatide und Neutralfette bei gleichzeitiger Vermehrung freier
Fettsduren anzunehmen. HARTMANN und KreTT (1960) haben dagegen neuerdings
iiber eine begrenzte Phosphatidneubildung in der Autolyse und iiber eine gleich-
zeitige Verminderung der freien Fettsiuren berichtet. Eine Nachpriifung dieser
Beobachtungen scheint um so wichtiger, als der Energielieferant fiir eine auto-
lytische Phosphatidsynthese ungekldrt ist und eine Verminderung der freien
Fettsiduren wihrend der Autolyse allen bisherigen Erfahrungen widerspricht. Die
histochemische Untersuchung ist zwar nicht geeignet, geringe Anderungen der
Phosphatidmengen zu erfassen. Sie hat aber bewiesen, daf die Autolysever-
dnderungen an den Fetten ohne fermentative Fettspaltung nicht in Gang kommen
und daher mit der Freisetzung (Vermehrung) der freien Fettsduren beginnen.
Auch die farberische und histochemische Untersuchung von Tropfextrakten spricht
fiir eine Vermehrung der freien Fettsiuren durch Lipolyse und fir eine gleich-
zeitige Abnahme der Phosphatide und Neutralfette. Tropfextrakte autolysierter
Lebern enthalten oft reichlich Fettsiurekristalle, wie sie FEYRTER (1956) auch an
EinschluBpriparaten gesehen hat. Das Ergebnis chemischer Organanalysen und
der Untersuchung von Tropfextrakten gilt nur fiir das Gesamtgemisch der extra-
hierten Fette autolysierter Lebern. Es ist zwar anzunehmen, aber doch nur durch
histotopographische Untersuchungen zu beweisen, dafl die Autolysekérnchen
gleich oder dhnlich zusammengesetzt sind, wie der Gesamtextrakt, ndmlich wesent-
lich aus Phosphatiden, Neutralfetten und freien Fettsiuren.

Eine streng spezifische histochemische Reaktion auf Phosphatide ist nicht
bekannt. Alle bisherigen Methoden, darunter auch das angeblich spezifische
Chromierungsverfahren nach BARER, sind empirischen Ursprungs und mit
erheblichen Fehlerquellen behaftet. Fiir den Phosphatidgehalt der Autolyse-
kornchen sprechen ihre starke Basophilie und die positive UV-Schiff-Reaktion als
Ausdruck saurer Gruppen und zahlreicher Doppelbindungen, wie sie den Phos-
phatiden eigen sind. Wahrscheinlich enthalten die Autolysekoérnchen auch Neu-
tralfette, die sich leider nicht exakt nachweisen lassen.

Fiir eine autolytische Trennung von Phosphatiden und Neutralfetten ergibt
gich also kein Anhalt. Beide Fraktionen gehen vielmehr, soweit sie nicht
lipolytisch zerfallen, unverdndert als Gemisch in die Autolysekérnchen iiber.

Fiir den Fettsiuregehalt der Autolysekérnchen spricht ihre Entstehung auf
Grund fermentativ hydrolytischer Fettspaltung. Der Nachweis der Fettsiuren
stiitzt sich in erster Linie auf die sehr zuverlissige und empfindliche Reaktion
nach MEYER-BruNoT, obwohl diese Reaktion wahrscheinlich auch andere saure
Gruppen erfafit. Die Basophilie der Fettsiuren (unter anderem die Blaufirbung
mit Nilblausulfat nach LExw¥ErT und WEITZEL 1952) ist diagnostisch im phosphat-
reichen Gemisch nicht verwertbar, weil auch Phosphatide basophil sind. Bei
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langeren Autolysezeiten nehmen die Basophilie und die UV-Reaktivitit vor
allem dann ab, wenn eine erhebliche tropfenformige physiologische Verfettung
bestand. Da nicht steril gearbeitet wurde, spielen bei dieser Verdnderung wahr-
scheinlich bakteriell bedingte Spaltungen bis zu kleinen Bausteinen eine wesent-
liche Rolle. Die fiir die UV-Schiff-Reaktion verantwortlichen Doppelbindungen
nehmen dabei offenbar erheblich ab.

6. Autolyseverdinderungen an den Felttropfen

Alle Fetttropfen der normalen Schlachttierleber werden durch kiinstliche
Autolyse basophil, d.h. bei tiefem pg mit basischen Farbstoffen firbbar und ver-
halten sich bei der Fettsdurereaktion nach MeyER-BrUNOT positiv. Da diese Ver-
anderungen nur bei erhaltener Lipaseaktivitat auftreten, also durch entsprechende
Inhibitoren (z.B. E 600) verhindert werden kénnen, miissen sie durch hydro-
lytische Spaltung der Triglyceride und Freisetzung von Fettsduren innerhalb der
Tropfen bedingt sein. Auch das Auftreten saurer Gruppen innerhalb der Fett-
tropfen ist also ein Nachweis der Fermentaktivitat. Durch weitere Untersuchun-
gen an menschlichen Lebern wird zu klaren sein, ob sich alle Fetttropfen so ver-
halten bzw. wovon das unterschiedliche Verhalten abhéingt.

Nach Dirrrica (1903) und DierricH und HEcLER (1904) verschwinden zu-
gleich mit dem Auftreten der Autolyselipide die sudanophilen Neutralfette. Diese
Beobachtung kann nur mit Einschrinkungen bestitigt werden. Die Aufldsung
ist nicht gesetzmaBig mit dem Auftreten von Autolyselipiden gekoppelt, sondern
vollzieht sich in unterschiedlichem Tempo und AusmaB, kann z.B. nach 48 Std
noch weitgehend fehlen, in anderen Féllen nach wenigen Stunden Autolyse schon
nahezu vollstdndig sein. Oft beschrankt sich die Auflosung auf das Zentrum, und
der Randsaum der Tropfen bleibt erhalten. Die Grundlagen dieser Tropfenauf-
losung sind noch ungeklart. Die bei der fermentativen Hydrolyse freiwerdenden
Fettsduren sind nicht wasserloslich. Die Hydrolyse fithrt aber vielfach iiber die
Zwischenstufen der Di- und Monoglyceride, die relativ gut wasserloslich sind und
emulgierende Eigenschaften besitzen. Dariiber hinaus ist es denkbar, dafl die
Fettsduren auf fermentativem Wege weiter abgebaut werden. Entsprechende
Untersuchungen stehen noch aus.

7. Schluffolgerungen

Bs bestehen keine Bedenken, die kiinstliche Autolyse zum Nachweis der Lipase-
(Esterase-)Aktivitdt heranzuziehen und die bestehenden Methoden dadurch zu
erginzen. FEYRTER hat neben der Fermentabhingigkeit auch quantitative Be-
ziehungen zwischen den Autolyselipiden und dem Phosphatidgehalt der be-
treffenden Leber zur Diskussion gestellt. Tatsdchlich besteht auch offenbar ein
Abbéangigkeitsverhdltnis zwischen der Menge der Autolyselipide, der Ferment-
aktivitdt und der Menge der relativ phosphatidreichen fein dispersen Lipide,
deren oOrtliche Vermehrung jedenfalls im Autolysebild zum Ausdruck kommt.
Wir wissen freilich nicht und kénnen es dem histologischen Bild und dem histo-
chemischen Untersuchungsergebnis nicht ansehen, ob bei geringer Ferment-
- aktivitdt und daher geringer Menge der Autolyselipide auch die Phosphatide
vermindert sind. Es wére also zumindest verfritht, aus dem Autolysebild Schliisse
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auf den Phosphatidgehalt zu ziehen, bevor nicht durch chemische Untersuchungen
hierfiir eine bessere Grundlage geschaffen ist.

Dagegen 148t sich wahrscheinlich schon jetzt aus dem Autolysebild als dem
Spiegel der Fermentaktivitit auf die Situation des Fettstoffwechsels in der Leber
schlieBen. Die ausgeprigte tropfige Verfettung der Schweineleber ist z.B. stets
von einer starken Fermentaktivitdt und daher ausgeprigten Autolyseverdnde-
rungen an Tropfen und fein dispersen Fetten begleitet und daher sicher Ausdruck
einer gesteigerten Fettverarbeitung.

Zusammenfassung

Die bei kinstlicher Autolyse auftretenden Lipidteilchen entstehen durch Zu-
sammenlagerung leicht extrahierbarer fein disperser Fette, sind diffusocellulér,
pericapillar oder unregelmaBig herdférmig, seltener peribilidr lokalisiert und neigen
zur ortlichen Aggregation. Sie sind ein Gemisch aus reichlich Fettsduren, Phos-
phatiden und (wahrscheinlich) Neutralfetten. Geeignete Darstellungsmethoden
werden beschrieben.

Fetttropfen werden bei kiinstlicher Autolyse bereits in wenigen Stunden in-
folge Fettsidurebeimengung basophil und dann oft bis auf einen schmalen Rand-
saum aufgelost. Alle Autolyseverinderungen an den Fetten werden durch hydro-
lytische Fettspaltung eingeleitet und sind Ausdruck der Lipase- bzw. Esterase-
aktivitdt. Die dadurch bedingte Sduerung bewirkt das ZusammenflieBen der
Fettmassenteilchen zu typischen Autolysekornchen.

Menge der Autolyselipide, Verteilung im Léppchen und intracelluléire Lokali-
sation sind auch in der normalen Leber der einzelnen Species verschieden und
héingen vor allem von der Lipaseaktivitdt, aber auch von der Menge der fein
dispersen Lipide ab.

The Morphology and Histochemistry of the Lipids of Normal
Mammalian Liver during Artifieial Autolysis

Summary

The lipids appearing with artificial autolysis develop by the aggregation of
readily extractable, finely dispersed fats. The lipids may be diffusely cellular, may
be located around capillaries or irregularly deposited, are seldom localized about
the bile ducts, and tend to accumulate focally. They are an admixture of abundant
fatty acids, phosphatides, and probably neutral fats. With artificial autolysis,
droplets of fat become basophilic in a few hours as a consequence of admixture
with fatty acids, and then often become dissolved except for a small peripheral
rim. All autolytic changes in the fats, representative of the lipase activity
(esterase) are ushered in by hydrolytic breakdown of the fat. The acidification
thus brought about induces a confluence of the particles of fat to form typical
autolytic granules. The quantities of the autolytic lipid, the distribution into
lobules, and the intracellular localization are different in the normal liver of the
individual species, and depend especially on the lipase activity; however, also
on the amount of finely dispersed lipid.
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