
ÜBER EINE NEUE  
IM P R Ä G N IE R U N G SM E T H O D E  Z U M  IDEN»  
TIFIZIEREN DER KOLLOIDEN LIPOIDE U ND  
LIPOPRO TEINE IM NERVENSYSTEM
Mit  15 Abbildungen Von FIL. DR. G U STA F ALSTERBERG

Eksjö, Schweden

Die neue Imprägnierungstechnik und ihre Ergebnisse
a) M e t h o d i k

Das zu untersuchende unfixierte, aus den N erven oder anderem O rgan
gewebe stammende O bjekt wird in die weitgehend abgekühlte Im prägnie- 
rungsfliissigkeif^an einem Faden eingehängt. D iese ist folgendermaßen zu
sammengesetzt: 1,8  g  JC N 1), 8o ccm Aqua destillata sowie 20 ccm einer A g- 
Chloratstammlösung2), die 2,2 g  A g N 0 3 entsprechen. Nach 3 Tagen wird das 
Objekt einige Stunden in Aqua destillata gewaschen, dann in 70, 80, 90, 96 
und ioo% igen Alkohol, Äther-Alkohol und ferner in 2, 4 und 6% ige Zel- 
loidinlösung überführt. In jeder F lüssigkeit verbleibt das Präparat einen 
Tag. Nach 1/4 Stunde in Benzolalkohol w ird das Objekt in reines Benzol, 
Benzol-Paraffin  und reines Paraffin  eingebracht. D ieser Teil des Verfahrens 
stellt eine kombinierte Zelloidin-Paraffin-M ethode dar, die wegen der weichen 
Beschaffenheit der O bjekte geboten ist. Diese werden in 15  ja dicke Schnitte 
zerlegt, auf O bjektträger aufgezogen, das Paraffin  durch X ylo l entfernt und 
die noch feuchten Schnitte schnell mit H 2S-D am pf behandelt, um die aus
gefällten A g-Salze  in A g 2S zu verwandeln. D ie Schnitte werden mit 2— 3 ccm 
Xylol mittels Pipette abgespiilt, in Kanadabalsam  und mit Deckglas ein
geschlossen.

*) JC N  wird nach einer von mir ausgearbeiteten Methode (A L S T E R B E R G , 
1928, 1941b) dargestellt: 9 g K C103, 50 g J  und 5 ccm konzentrierte HCl werden 
unter gleichzeitiger Abkühlung vermengt; sodann werden 40 ccm konzentrierte 
HCl zugesetzt, die Mischung unter schwachem Erwärmen geschüttelt und vom 
eventuell ungelösten Jo  1 abgegossen. Die JCl-Lösung wird mit 25—30 g Zn(CN)2 
(nicht K C N !) versetzt, das ausgefällte JC N  abfiltriert und mit Aqua destillata 
bis zum Freiwerden von Cl-Ionen gewaschen. Entsprechende Vorsicht ist zu 
beachten und die Synthese nur einem erfahrenen Chemiker anzuvertrauen.

2) Auch das A gC 103 habe ich selbst dargestellt: 55 g AgN O a werden in 750cm 
Aqua destillata gelöst und mit 100 ccm is% iger NaOH-Lösung versetzt. Das 
A gaO wird abfiltriert, gewaschen und mit einer Lösung von 50 g Ba(C103)2 in 
150 ccm Aqua destillata versetzt. Darauf werden 15 g konzentrierte H 2S 0 4, 
verdünnt mit 40 ccm Aqua destillata, zugesetzt (entsprechende Abkühlung!). Die 
erhaltene A gC 10a-Lösung wird durch Dekantieren vom B a S ü 4-Niederschlag 
getrennt, der außerdem gewaschen wird, um A gC 103-Reste zu gewinnen. Die 
ganze Lösung wird auf 500 ccm verdünnt und stellt so die oben erwähnte 
Stammlösung dar. Auch für die Durchführung dieses Verfahrens ist ein geübter 
Chemiker erforderlich. Früher benutzte ich als Imprägnierungsflüssigkeit A gN 0 3, 
aber dieses zeitigt nicht so gute Resultate wie das Chlorat.
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Abb. 1. Großhirn, 
Katze. Pyram iden
zellen und proto
plasmatische Glia. 
450 1.

D ie Im prägnierung zeigt im Block drei verschiedene Zonen: eine peri
phere, mit feinkörnigen, wenig deutlichen Strukturverhältnissen, eine 
Zwischenschichte mit den klarsten Bildern und schließlich eine innere 
Schichte mit grobkörnigem A u sfa ll der Versilberung.

b) D a r s t e l l u n g  v o n  G a n g l i e n z e l l e n  u n d  D e n d r i t e n

Am  besten gelingt die Im prägnierung in M aterial aus dem zentralen 
Nervensystem von Säugetieren. D ie Ganglienzellen, ihre Dendriten sowie 
oft auch die Kerne werden scharf sepiabraun im prägniert (Abb. i ) .  In  der 
Gegend des Axonkegels ist jedoch weniger im prägnierbare Substanz vor
handen. Ab und zu ist der periphere Kernanteil hell, seine zentralen Anteile 
dunkel, was durch verschiedene Intensität der Im prägnierung bedingt ist. 
Sehr oft zeigt sich eine Im prägnation in Form  gröberer, nicht scharf be
grenzter Stränge, also keine feine Neurofibrillendarstellung. In den Rücken
markelementen läßt sich sehr oft eine besondere Im prägnierung der Zellperi- 
pherie erkennen, dagegen aber keine solche der Kerne. D iese ungleichmäßige 
Verteilung der imprägnierbaren Substanz in den Zellen des Rückenm arks 
veranschaulicht Abb. 2.

In Schnitten, aus denen die A g-Sa lze  mit einer sehr schwachen K C N - 
Lösung innerhalb möglichst kurzer Zeit entfernt und mit Eisenhäm atoxylin 
( S P I E L M E Y E R  1930, S. 97) gefärbt wurden, treten die gleich unten 
erwähnten N issl-K örper, aber keine Neurofibrillen zutage. D as Zelloidin 
in den Schnitten darf nicht entfernt werden, da sonst Schrumpfungen ein- 
treten. Ich  benutze daher zur Nachbehandlung des Schnittes statt Ä th yl
alkohol Isopropylalkohol, in dem Zelloidin unlöslich ist.

Nach Färbung mit Gallozyanin (E IN A R S O N  19 3 2) zeigen die Ganglien
zellen in ähnlich vorbehandelten Rückenmarkschnitten häufig ziemlich gute 
N issl-Färbung. Offenbar füllen die erwähnten grobfädigen Strukturen in
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A b b .2. Rückenmark, 
Kuh. Ganglienzellen 
mit fädigem Inhalt, 
Kapillaren. 450 1.

den gut imprägnierten Ganglienzellen die Spalten zwischen den N issl-K örpern 
netzartig aus, wodurch diese als Spindeln oder Körner hervortreten. In den 
Rückenm arkzellen enthält die stark im prägnierbare Peripherie keine N issl- 
Körper. In vor dem Im prägnieren mit kaltem Pyrid in  extrahierten Gewebe
blöcken verschwinden die N iss l-K ö rp e r; die im prägnierbaren Strukturen 
treten aber trotzdem oft sehr scharf hervor. W ären diese und die N issl- 
K örper identisch, so würde der pyridinbehandelte Zelleninhalt zerfallen und 
eine amorphe M asse bilden. Daß die beiden Substanzen nicht identisch und 
verschieden gelagert sind, geht auch daraus hervor, daß die Dendriten, die 
stärker als die Zellenkörper im prägniert werden, gleichzeitig eine schwächer 
ausgebildete N issl-Struktur aufweisen.

c) D a r s t e l l u n g  v o n  m a r k  l o s e n  u n d  m a r k h a l t i g e n  
N e r v e n f a s e r n

Bei seinem A ustritt aus der Zelle ist der A xon sehr dünn und tritt nur 
selten deutlich zutage. Dagegen wird der m arkhaltige Achsenzylinder sehr 
stark, oft schwarz, im prägniert und hebt sich daher z. B. in Rückenm ark
schnitten scharf von der schwach gefärbten M arkscheide ab (Abb. 3). Im 
allgemeinen ist die Schrum pfung der Achsenzylinder ziemlich gering. Bei 
genügender Vergrößerung kann man eine besondere, sehr dünne und scharf 
im prägnierte H ülle derselben unterscheiden (Abb. 4, Zeichnung), die ich 
zuerst als die äußere Schicht des Achsenzylinders, also als eine „A chsen
zylindergrenzhaut“ ( JA K O B  19 13 )  aufgefaßt habe ( A L S T E R B E R G  19 41 b). 
Bei Im prägnierung mit 0 s0 4 und damit verbundenen Versuchen konnte 
ich indessen feststellen, daß diese Schichte zur M arkscheide selbst gehört 
und der inneren Schichte derselben, also der Mauthnerschen Scheide, ent
sprechen muß. Die Grenzhaut von JA K O B  hingegen ist eine unmittelbar 
innerhalb dieser Scheide gelegene dünne Schichte, die infolge schwacher
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Abb. 3. Rückenmark, 
Kuh. Weiße Sub
stanz. Querschnitt. 
450 : 1.

Im prägnierung als eine helle Zone zwischen M authnerscher Scheide und 
dem Innenteil des Achsenzylinders nachzuweisen ist.

In  den Achsenzylindern habe ich keine Neurofibrillen gesehen, weder in 
den im prägnierten noch in den m it Eisenhäm atoxylin gefärbten Rücken
markschnitten. Die Im prägnierung 1st offenbar auch eine gute F ix ieru n gs
methode sowohl für Ganglienzellen als auch für Achsenzylinder.

Zwischen efferenten und afferenten Fasern  und ihren Scheiden konnte ich 
keine Unterschiede feststellen; abgesehen vom K aliber haben sie ganz ähn
lichen Bau. Dagegen geben die im prägnierten M ilznerven der K uh ein ganz 
anderes B ild ; so ist z. B . hier der Gehalt an im prägnierbarer Substanz sehr 
gering.

d) D a r s t e l l u n g  d e r  M a r k s c h e i d e n

Die M arkscheiden zeigen mit Ausnahm e der schon erwähnten Mauthner- 
schen Scheide eine hellgelbe Farbe, die sich von der dunkelbraunen oder 
schwarzen der Achsenzylinder scharf abhebt. In den im prägnierten und auch 
in den m it Eisenhäm atoxylin gefärbten M arkscheiden habe ich sehr oft den 
von vielen V erfassern  beschriebenen „Radspeichenbau“  gefunden. In Abb. 3 
treten konzentrische, ziemlich stark im prägnierte Strukturen hervor, die 
Querschnitte der Golgi-Lanterm annschen Trichter, deren D arstellung im 
Rückenm ark auch aus Längsschnitten hervorgeht (Abb. 5). Ähnlich treten 
diese Trichter in den peripheren N erven zutage, die von den Achsenzylindern 
ohne Unterbrechung durchzogen werden. In nicht mit H 2S behandelten 
im prägnierten Schnitten, die lange Zeit dem L ich t ausgesetzt waren und 
daher durch freies A g  stark gefärbt waren, habe ich eine besondere A n
reicherung im prägnierbarer Substanzen in den Trichtern feststellen können. 
Auch konnte ich in solchen Präparaten Gliafäden wahrnehmen, die die 
Scheiden im N iveau der Trichter überquerten. In Längsschnitten von vorher 
pyridinbehandelten und dann im prägnierten Rückenmarkblöcken waren ein-
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Abb. 4. Rückenmark, 
Kuh. Achsenzylin
der mit der Maut li
ner sehen Scheide
und der Achsen
zylinder grenz haut. 

Im  M arkscheiden
gebiet Reste der
Radspeichen. Quer
schnitt. Zeichnung. 
750 : 1.

% «

gerissene Reste von Rezzonico-Fäden zu sehen, die regelmäßigen A b
ständen mit dem Achsenzylinder in Verbindung standen. Auch in den vor
behandelten und dann mit Eisenhäm atoxylin gefärbten Rückenmarkschnitten 
waren diese Strukturen sichtbar. E s  kann sich also nicht um A rtefakte 
handeln, sondern um intravitale Strukturen, deren zentrales Vorkommen hier 
zum erstenmal beschrieben wird. Dagegen sind die Radspeichen sicher als 
das Ergebnis einer radiär wirkenden Kontraktion des Achsenzylinders beim 
Fixieren  aufzufassen.

In den peripheren N erven wird die äußere Zone der Scheide stark im
prägniert, doch weiß ich nicht, ob diese Im prägnierung die Schwannsche 
Scheide betrifft. D as Übergangsgebiet, in dem sich die zentrale N ervenfaser 
mit der peripheren Scheide umkleidet, hebt sich im mikroskopischen Bild 
sehr deutlich ab.

In den zentralen Teilen des Großhirns werden vor allem die astrozytischen 
Langstrahler der weißen Substanz dargestellt. Diese Gliazellen entsenden 
lange Fasern  zu den Gefäßen, wo sie eine perivaskuläre Gliamembran 
bilden. Auch die M arginalg lia  wird häufig versilbert, wenn auch die peri
pheren Teile des Blockes und besonders die M olekularschichte wenig gute 
B ilder geben. D ie protoplasmatischen Astrozyten in der grauen Substanz 
färben sich mehr braun und zeichnen sich durch Grobkörnigkeit aus (Abb. 6). 
H ier sind auch die perivaskulären Membranen schwächer ausgeprägt, und 
oft treten die K apillaren nur als helle Streifen  hervor.

Auch die Oligodendrogliazellen treten zuweilen als deutliche, m it den 
Ganglienzellen innig vergesellschaftete Satelliten zutage. O ft sind diese 
gar nicht oder nur teilweise im prägniert, aber im allgemeinen sieht man ihre 
kleinen, mehr oder weniger deutlich versilberten K ern e in einem einer

e) D a r s t e l l u n g  d e r  G l i a g e w e b e
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Abb. 5. Rückenmark, Kuh. Längs
schnitt. 450 1.

Ganglienzelle benachbarten hellen Gebiet liegen. Dies ist offenbar cler G lia- 
zellkörper selbst, von dem im prägnierte A usläu fer ausgehen, die sich in sehr 
charakteristischer W eise an die Ganglienzellen anschmiegen. H ier ist kein 
Raum für eine spezifische „N isslsch e graue Substanz“ vorhanden, und es 
besteht kein Grund, in jenen Fällen besondere Verhältnisse anzunehmen, 
in denen die G lia so schwach imprägniert wurde, daß das ganze peri
zelluläre Gebiet als eine helle Zone erscheint. Bei schlechter F ixierun g 
kommt es in diesem Gebiet leicht zu Zerreißungen, die nebst der geringen 
Färbbarkeit der Oligodendroglia zu der A u ffassun g beigetragen haben, 
daß die Ganglienzellen von Lymphspalten, den sog. Obersteinerschen 
Räumen, umgeben sein sollen. Dagegen stehen die K apillaren  in der grauen 
Substanz des Rückenm arks in innigem Kontakt mit den Ganglienzellen.

In der weißen Substanz des Großhirns werden die Zellkerne in den inter- 
faszikularen Oligodendroglia-Anhäufungen und auch die zugehörigen, äußerst 
fein faserigen Strukturen oft im prägniert, obgleich sich diese bei Verwendung 
einer anderen Methode, bei der ich Pd-Chlorür und JC N  benutzte ( A L S T E R 
B E R G  19 4 1 b), wohl besser, aber „launenhaft“  darstellen lassen. In  diesen 
Gliaanhäufungen fand ich wahre Gitter von feinen parallelen Fasern, die 
quer über die Anhäufungen und auch quer über die Nervenfäden und die 
groben Astrozytenfasern verliefen, die sich längs der In terfasziku larglia  
erstrecken. E in ige  Zeit glaubte ich, daß die genannten feinen Fasern von 
den längsverlaufenden Astrozytenfasern ausgingen, tim mit den O ligoglia-
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Abb. 6. Großhirn, 
Katze. Protoplas

matische Astrozyten 
und perivaskuläre 
Glia. 450 : 1.

zellen in Kontakt zu treten. Mit besseren optischen H ilfsm itteln habe ich 
später festgestellt, daß die Fasern  den interfaszikularen Gliazellen ange
hören, deren Protoplasm a jedoch nur selten deutlich im prägniert wird.

In der weißen Substanz des Rückenm arks treten bei gewöhnlicher Im 
prägnierung namentlich in Längsschnitten parallel zu den N ervenfasern 
angeordnete G liafasern  zutage, die allenthalben querverlaufende, sich um die 
M arkscheiden windende Fasern  entsenden. D as zellulare Zentrum der 
Fasern ist schwer festzustellen. H ier handelt es sich um eine Form  der von 
R IO  H O R T E G A  (19 2 8 ) beschriebenen myelinbildenden Oligodendroglia. D ie 
innige Verquickung der G lia  mit den Golgi-Lanterm annschen Trichtern habe 
ich schon früher erwähnt.

D ie charakteristische Beschaffenheit der mit meiner Methode erhaltenen 
histologischen Bilder förderte in hohem Grad weitere Untersuchungen über 
die Spezifität der Methode. Später in dieser A rbeit w ird beschrieben, wie 
eine vorhergehende Behandlung mit lipoidlösenden Flüssigkeiten, wie 
Alkohol, Äther, Chloroform, Benzol, X ylo l usw., die Im prägnierung in 
bestimmter W eise ausschaltet. D ie Ansam m lung der im prägnierbaren Sub
stanzen in den genannten Extraktionsflüssigkeiten konnte auch quantitativ 
festgestellt werden, wobei als Maß der Verbrauch der den verschiedenen 
Proben zugesetzten Im prägnierungsflüssigkeit (hier JC N  und A g N 0 3) titri- 
metrisch ermittelt wurde. Schließlich habe ich die chemische Dynam ik bei 
der Im prägnierung untersucht.

A ls  Untersuchungsm aterial benutzte ich das Gehirn von Kühen. D ie H irn 
häute wurden entfernt, das Gehirn gemahlen, gewogen und mit kaltem 
W asser, Azeton, Äther, absolutem Alkohol, M ethylalkohol und Chloroform 
nacheinander extrahiert, wobei die Hirnsubstanz in H inblick auf die ver-

f) D i e  C h e m i e  d e r  I m p r ä g n i e r u n g
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Abb. 7. Nierenfett, 
Igel. 450 : 1.

schiedene Löslichkeit ihrer Bestandteile folgendermaßen fraktioniert wurde:
i. die Hirnsubstanz als solche, 2. der w ässerige Extrakt, 3. die Cholesterin
fraktion, 4. das Lezithin, 5. das Kephalin, 6. das Sphingomyelin, 7. die 
Galaktolipine und 8. der ungelöste Rückstand (A L S T E R B E R G  1940). A b 
gewogene und in Aqua destillata eingebrachte Proben dieser Substanzen 
wurden während einer bestimmten Zeit mit bestimmten Mengen Im präg
nierungsflüssigkeit versetzt, worauf bei Abschluß des Versuchs die Mengen 
unverbrauchten JC N  und A g-Ionen und damit auch der Verbrauch dieser 
titrim etrisch festgestellt wurde. D ie W erte des A g-V erbrauchs gingen mit 
den W erten für den JC N -V erb rau ch  parallel und waren für die Kephalin- 
und die Lezithinfraktion besonders groß. Obgleich diese natürlich keine 
chemisch reinen Substanzen darstellten, ist doch anzunehmen, daß der JC N -  
und der A g-V erbrauch und damit die Gewebeim prägnierung auf das V o r
kommen von Lezithin und Kephalin zurückzuführen ist.

In  bezug auf die W irkungsw eise der Im prägnierungsflüssigkeit kann man 
mehrere M öglichkeiten in Betracht ziehen. Das A g-Sa lz  kann die prim är 
angreifende Substanz sein, w orauf das JC N  eine Oxydation des im Präp arat 
ausgefällten A g  vermittelt. Indessen zeigen Präparate, die entsprechend 
dieser Annahme zuerst mit einem A g-Salz  und darauf mit JC N  behandelt 
wurden, eine ganz andere und überdies schlechtere Im prägnierung als die 
gewöhnliche. Außerdem verursacht das JC N  —  auf Grund anderer Versuche 
erhärtet —  keine nennenswerte Oxydation dieser A g-N iederschläge. E s  
m u ß  d a h e r  d a s  J C N  d i e  b e i  d e r  I m p r ä g n i e r u n g  a k t i v e  
S u b s t a n z  s e i n .  Kolam in und Cholin könnten als Am ine eine Bildung 
von in verschiedener W eise substituierten, unlöslichen Ag-Zyanam iden be
dingen, aber diese Annahme stimmt mit dem geringen Fällungsverm ögen des 
Sphingom yelins schlecht überein. Später fand ich tatsächlich, daß i n 
e i n e m  w ä h r e n d  d e r  I m p r ä g n i e r u n g  s a u e r  g e w o r d e n e n  
M e d i u m  k e i n e  A g - Z y a n a m i d e  g e f ä l l t  w e r d e n .
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E s besteht die M öglichkeit, d a ß  d i e  b e i n a h e  a l l e n  P h o s 
p h a t  i d e n v o r k o m m e n d e n  u n g e s ä t t i g t e n  F e t t s ä u r e n ,  
a l s o  d i e  D o p p e l b i n d u n g e n  z w i s c h e n  d e n  C - A t o m e n ,  
d i e  A n g r i f f s p u n k t e  b e i  d e r  I m p r ä g n i e r u n g  b i l d e n .  
Diese sollte demnach wie eine Jodzahlmethode wirken. Zuerst verw arf ich 
jedoch diesen Gedanken (A L S T E R B E R G  1940, 19 4 1 b) wegen der negativen 
Im prägnierungsergebnisse gewöhnlicher Fettgewebe, gleichgültig ob es sich 
um feste oder um weiche Fette handelte (Abb. 7). Im Innern der Fetttropfen 
gibt es keine Im prägnierung, und an der Peripherie ist die Fällung äußerst 
unbedeutend und wird laut Abbildung nur an den horizontalen Grenzflächen 
der Tropfen im Schnitt sichtbar. E s  ist selbstverständlich, daß die ver
tikalen Flächen auch bei sehr geringer Im prägnierung scharf hervor
treten. In ähnlicher W eise fielen auch Versuche mit Oliven-, Lein- und Fischöl 
sowie mit ungesättigten Fettsäuren in Substanz negativ aus.

Demgegenüber konnte ich aber feststellen, daß der A ngriffspunkt der Im 
prägnierung die Doppelbindungen der fettsäurehaltigen Substanzen betrifft. 
Um dies sicherzustellen, wurden Öl- und Leinölsäure mittels K O H  in W asser 
gelöst und die Lösung dann mit H N O s neutralisiert, weil JC N  von freiem 
A lkali angegriffen wird. Dann wurde die Im prägnierungsflüssigkeit rasch 
zugesetzt, wobei eine starke Fällung entstand, die außer aus gefällten Fett
säuren hauptsächlich aus A gC N  bestand, während das Jod  zum allergrößten 
Teil von der Fettsäure gebunden wurde, was ich direkt feststellen konnte. In 
gleicher W eise vorbehandelte Palm itin- oder Stearinsäure vermochte keine 
A g-Salze  zu fällen. D e m n a c h  i s t  d i e  n e u e  M e t h o d e  f ü r  
k o l l o i d a l  v e r t e i l t e  F e t t e  u n d  d a m i t  f ü r  d i e  o b e n 
g e n a n n t e n  P h o s p h a t i d e  a l s  m i k r o s k o p i s c h e s  D i a g n o 
s t i k  u m  s p e z i f i s c h .  Man hat versucht, diese Lipoide durch eine der
artige Behandlung der Präparate nachzuweisen, da sie sich in Tropfen 
sammeln, also eine „demasquage lipophanerogene“  durchmachen (ref. von 
L IS O N  19 36). E s ist leicht einzusehen, daß die hierbei erhaltenen Bilder 
irreführend sein müssen. Selbes gilt dagegen nicht für die von F E Y R T E R
(1946) und anderen V erfassern  beschriebenen sehr wertvollen Methoden, 
die ganz andere V erfahren  benutzen.

Auch habe ich mit ungefähr gleichem Ergebnis die W irkung der Im 
prägnierung auf Allylalkohol geprüft. JC N  ist offenbar etwas, aber nur 
unbedeutend hydrolisiert:

( 1 )  j c n  +  h 2o ^ i h c n  +  h o j .

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von ungesättigten Verbindungen oben
genannter A rt sowie eines löslichen A g-Salzes folgen die Reaktionen:

(2) C H 2 CH  . C H 2O H -f- H O J — C H 2(O H ) C H J C H 2O H.

(3) H C N  +  AgClOg =  A gC N  +  H C 103.
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Die H ydrolyse des JC N  muß sich also nach rechts verschieben.
Die alleinige Anwesenheit von Doppelbindungen hat wenig Einfluß auf die 

Reaktionsgeschwindigkeit, denn bei der Behandlung von ungesättigtem Fett 
mit JC N  allein bleibt dieses ziemlich lange unverbraucht. W esentlich ist 
hier die gleichzeitige Anwesenheit des löslichen Ag-Salzes., Zu diesem 
Ergebnis trägt der Umstand bei, daß JC N  in Fett leicht löslich ist und daher 
von fetthaltigen Strukturen stark gebunden wird und dann seinerseits auf 
das lösliche A g-Sa lz  bindend wirkt. E in  größerer, nicht verbrauchter Über
schuß an A g-Sa lz  muß dagegen das Im prägnierungsresultat ungünstig beein
flussen. Außerdem kann es durch Freim achen von Jod  aus den jodierten 
Fettsäuren A g J  bilden. A g J  ist im Gegensatz zu A g C N  in einem xylo l
feuchten Schnitt nicht zu A g ,S  umsetzbar. W ahrscheinlich beruht die 
schlechtere histologische Beschaffenheit der peripheren Teile  des im präg
nierten Blocks auf A usfä llun g von A g J.

Vorkommen der Lipoide in den verschiedenen 
Bestandteilen des Nervensystems

a) D i e  L i p o i d e  i n  d e n  G a n g l i e n z e l l e n

Ich habe bereits 1945 versucht, an Hand der von mir am A n fan g  dieser 
A rbeit angegebenen Methodik die Fundstätten der einzelnen Lipoide in den 
Ganglienzellen durch Im prägnierung und mikroskopische Untersuchung von 
Nervengewebeblöcken zu lokalisieren, die vorher mit lipoidlöslichen F lü ssig 
keiten behandelt wurden ( A L S T E R B E R G  1945 a, 1945 b). W ie w ir später 
sehen werden, sind die Lipoide in den Geweben jedoch häufig besonders fest 
an Proteine gebunden. Ferner beeinflussen sich die verschiedenen Lipoide 
gegenseitig in ihrer Löslichkeit. Außerdem werden in den einzelnen Teilen 
des Blocks verschiedene Strukturbilder erhalten und die Extraktionsm öglich
keiten sind ganz andere, je  nachdem es sich um eine feingemahlene M asse 
oder um einen histologischen Block handelt. Später wurde die histologische 
A nalyse mit einer A nalyse der g l e i c h z e i t i g e n  E xtrakte  kombiniert. 
H ierbei zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer V erfasser, 
daß die verschiedenen Extraktionsflüssigkeiten trotz allem eine ziemlich frak
tionierende W irkung auf die verschiedenen Fette ausüben. Verschiedene Teile 
des Nervensystem s verhalten sich jedoch sehr ungleich; während z. B . die 
Pyram idenzellen und ihre Kerne sehr leicht extrahiert werden können, wider
stehen die Ganglienzellen des Rückenm arks auch sehr energischen E x tra k 
tionen. Nach dem Verhalten der Pyram idenzellen hat man allen Grund anzu
nehmen, daß das w ichtigste Phosphatid aus Lezithin besteht. D ie E x tra k 
tionen gehen häufig m it stark deformierenden Schrumpfungen einher und 
es ist leicht zu verstehen, wie störend sich solche Deformationen in bezug 
auf die N issl-Strukturen auswirken müssen, die laut V o rsch rift nur in 
einem ausgiebig mit Alkohol vorbehandelten M aterial sichtbar werden.
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D ie stark im prägnierbaren Achsenzylinder müssen große Mengen von 
Phosphatiden enthalten, die M arkscheiden dagegen nur geringe Mengen von 
diesen Substanzen, ein Befund, Her zu der bisher gültigen und anscheinend 
wohlbegründeten diesbezüglichen A uffassun g in direktem W iderspruch steht. 
A u f Grund ihres 0 s0 4-reduzierenden Verm ögens, ihrer Doppelbrechung 
sowie ihres Verm ögens, ,,M yelinform en“  zu bilden, scheinen die M ark
scheiden diese beiden und andere Lipoide zu enthalten, während die Achsen
zylinder in allen diesen Belangen wie „optisch leer“  erscheinen. Auch nach 
einer sehr kurzdauernden Extraktion des Rückenmarkblockes mit kaltem 
Azeton werden die im prägnierten M arkscheiden noch heller, offenbar infolge 
Herauslösens von Cholesterin, dessen reichliches Vorkommen in den M ark
scheiden nach C O L L IN  und C H A V A R O T  (19 3 4 ) durch Fällen  mit D igi- 
tonin nachgewiesen wurde. Ebenso gibt eine kurzdauernde Extraktion mit 
Pyrid in  gleicherweise infolge Cholesterinextraktion dasselbe Bild. Doch 
muß auf Grund der A rt der Doppelbrechung der M arkscheiden noch ein nicht 
ganz so leichtlösliches Lipoid im Markscheidenraum  vorhanden sein. E s  
kann mit Alkohol und allmählich auch mit Azeton extrahiert werden. D a in 
diesem E xtrak t außer Cholesterin nicht unbedeutende Mengen von Lezithin 
gefunden wurden, dagegen nur wenige Beimengungen anderer Lipoide, bin 
ich der Ansicht, daß auch dieses Phosphatid in den M arkscheiden vorkommt, 
wo es in dem kurz mit Azeton behandelten Block in Form  gleichm äßig ver
streuter gelber K örner in Erscheinung tritt.

Durch einen glücklichen Zufall konnte ich schließlich die Frage, welche 
Markscheidensubstanzen für die Entstehung der bei W asserbehandlung auf
tretenden M yelinform en verantwortlich wären, entscheiden. Vorausgeschickt 
sei, daß der Block unmittelbar nach der Azetonbehandlung in der Regel sorg
fä ltig  ausgewaschen wurde, um das Azeton zu entfernen. In einigen Fällen 
unterblieb jedoch das Auswaschen und der extrahierte Block wurde vom 
Azeton direkt in das Im prägnierungsm ittel überführt. D ie im M arkscheiden
raum ausgefällte, im prägnierte Substanz trat immer in Form  einiger weniger 
konzentrischer Schichten auf, ohne den Raum auszufüllen, während bei der 
intermediären W asserbehandlung eine fragm entierende M yelinform bildung 
sich zeigte, die den M arkscheidenraum  ausfüllte. Am wertvollsten war jedoch 
die Feststellung, daß von den Schnittflächen solcher kurz mit Azeton be
handelter Blöcke in Aqua destillata keine M yelinform en abgeschieden 
wurden. D a also die Azetonbehandlung das Verm ögen der Phosphatide des 
Markscheidenraumes —  wahrscheinlich Lezithine — , solche Bildungen her
vorzubringen, nicht aufgehoben hatte, kommt offenbar dieses Phosphatid 
hier nur in sehr geringer Menge vor.

Früher glaubte ich in gewissen Präparaten die Entstehung von „N euro
keratinfasern“ festgestellt zu~haben, namentlich in vor der Im prägnierung 
azetonbehandelten Rückenmarkblöcken, die wie in der früher beschriebenen 
Methode mit Eisenhäm atoxylin gefärbt wurden. D ie von m ir beobachteten

b ) D i e  L i p o i d e  i n  d e n  M a r k s c h e i d e n
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Abb. 8. Rückenmark, 
Kuh. Weiße Sub
stanz, extrahiert mit 

warmem Chloro
form und, absolutem 
Alkohol. 450 :1.

Fasern, die ein Gegenstück zu den Radspeichen bilden sollen und durch die 
Azetonbehandlung noch schärfer zutage traten, gehören indessen zu den 
Golgi-Lantermannschen Trichtern, also zur Glia.

D a 0 s04 die M arkscheide stark im prägniert und man gleichzeitig der 
A nsicht war, daß diese im wesentlichen aus Phosphatiden aufgebaut sei, 
wurde daraus fälschlich geschlossen, daß hier eine für die Phosphatide 
spezifische Reaktion vorliege. Jedoch hat z. B . E S C H E R  ( 19 19 )  in einem 
Diagram m  gezeigt, daß Lezithin nur wenig auf 0 s04 reagiert. Tatsächlich 
enthalten die wäßrigen Extrak te  von Hirnsubstanz gewisse Stoffe, die auf 
O s04 stark reduzierend wirken und auf Grund ihrer Löslichkeit kaum Lipoid
natur besitzen dürften. 0 s04 wird z. B. von Askorbinsäure und Zystein stark 
reduziert, und solche Substanzen können in der M arkscheide Vorkommen, 
namentlich in der oben erwähnten Mauthnerschen Scheide. A us dieser läßt 
sich die 0 s04-im prägnierbare Substanz kaum mit lipoidlösenden F lü ss ig 
keiten extrahieren. D ie M authnersche Scheide nimmt nach einer starken 
Extraktion  und darauffolgender Im prägnierung nach meiner Methode das 
Aussehen eines dunklen Schlauches an, dessen helles Innere aus dem stark 
extrahierten und gleichzeitig kontrahierten Achsenzylinder besteht (Abb. 8). 
D ie im prägnierbare Substanz der Scheide kann demnach kaum aus Phos
phatiden bestehen, wie ich es früher für diese Struktur fehlerhaft an
genommen habe. Bei starker Schrum pfung des Achsenzylinders entstehen in 
diesem gewöhnlich Zerreißungen.

Die mit den ausgefällten A g-Salzen  imprägnierten Blöcke zeigen in den 
quergeschnittenen M arkscheiden eine sehr stark negative Doppelbrechung, 
die auch in den H 2S-behandelten Präparaten einige Zeit nach Einschluß in 
Kanadabalsam  bestehen bleibt, um dann zu verschwinden. Solche Im prägnie
rungen beweisen die Anwesenheit einer bestimmten Orientierung schon in 
der organischen Substanz (S C H M ID T  19 37 , S. 293). Dagegen ist in den 
mit lipoidlösenden Flüssigkeiten vorbehandelten Präparaten keine Doppel-
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A bb.9. Rückenmark, 
Kuh. Block in Aqua 
destillata zweiTagc. 
Querschnitt. 450 1.

brechung in den imprägnierten M arkscheiden festzustellen. Durch die E x tra k 
tion geht die Orientierung der im prägnierbaren Markscheidensubstanz und 
damit auch die der hernach ausgefällten A g-Sa lze  in einen amorphen Zu
stand über. In Übereinstimmung hiermit konnte nachgewiesen werden, daß
die neue Im prägnierung auch eine sehr gute Fixierungsm ethode für die 
empfindlichen nervösen Gewebe darstellt.

c) D i e  L i p o i d e  i m A c h s e n z y l i n d e r

Bei Extraktion mit Azeton oder kaltem Pyrid in  konnten in den Achsen
zylindern anfangs keine anderen Veränderungen beobachtet werden, als daß 
sie das Im prägnierungsm ittel noch leichter aufnehmen. Dagegen w ird bei 
monatelanger Behandlung von vorher azetonextrahiertem  M aterial mittels 
kaltem, absolutem Alkohol die im prägnierbare Substanz besonders aus fein- 
kalibrigen Achsenzylindern in der N ähe der Schnittfläche oft vollständig 
extrahiert. Dies zeigt, daß die Achsenzylinder Lezithin enthalten, und dieses 
wurde auch als wichtigster Bestandteil in der Extraktionsflüssigkeit auf
gefunden. D ie im prägnierbare Substanz ist jedoch, namentlich in den gröberen 
Achsenzylindern, sehr resistent und widersteht dem kalten Alkohol, wäh
rend z. B. warmer Alkohol.oder warm es Chloroform die Lipoide viel besser 
herauslösen.

D ie bei der Behandlung von N ervenfasern mit Aqua destillata entstehen
den „M yelinform en“ hat man, wie schon erwähnt, seit altersher der M ark
scheide zugeschrieben ( P E R T I K  18 8 1) . In Querschnitten von wasserbehan
delten und dann imprägnierten Rückenmarkblöcken ist jedoch deutlich 
ersichtlich, daß die im prägnierte Substanz den Achsenzylinder verläßt und 
daß dieser in gleichem Maße „ausschm ilzt“ (Abb. 9). E s  gelang auch ,L än gs
schnitte von mit Aqua destillnta während längerer Zeit vorbehandelten und 
dann im prägnierten Rückenmarkblöcken herzustellen. Der mit einem
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Abb. 10. Rücken
mark, Kuh. Block  
in Aqua destillata 
zwei Tage. Der 
äußere T  eil der 
Myelinschicht. 
Längsschnitt. 450: 1.

Abb. 11. Dasselbe 
Präparat. Der innere 
Teil der M yelin
schicht und der peri
phere Teil des Blok- 
kes; die Kontakt
fläche erscheint als 
eine helle Zone. 
450 1.
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Abb. 12. Rückenmark, Kuh. Block in Aqua destillata 30 Minuten. Beginnende 
Myelinschichtbildung. Längsschnitt. 450 : 1.

scharfen M esser glattgeschnittene Block wurde in paraffindurchtränktes 
Papier eingewickelt, so daß dessen Ränder etwa 0,5 cm über die ebenen 
Schnittflächen hinausreichten. Der so eingewickelte Block wurde während 
einer entsprechenden Zeit in Aqua destillata eingehängt, darauf im prägniert 
und in üblicher W eise eingebettet. Durch diese Versuchsanordnung werden 
die äußerst empfindlichen M yelinform en möglichst geschont. Abb. 10  stammt 
von einem Block, der zwei T age in Aqua destillata eingehängt wurde. H ier 
sieht man die M yelinform en gleich Ballons den Spitzen der Achsenzylinder 
aufsitzen. Offenbar sind sie durch Ausschmelzen derselben entstanden. A u f 
Grund der Form  dieser M yelinjiguren dürften die Achsenzylinder vielleicht 
durch eine rotierende Bew egung der Myelinballons gleichsam  aufgewickelt 
werden. Im Berührungsgebiet zwischen der M yelinschichte und der Schnitt
fläche des Blocks sieht man noch nicht vollständig ausgeschmolzene A chsen
zylinder, die sich —  offenbar erst aus dem Block herausgetreten —  gerade 
hinaus in die Einbettungsm asse erstrecken (Abb. 1 1 ) .

Ferner habe ich zwei Mikrophotographien von einem Block beigegeben 
(Abb. 12 , 13 ) ,  der nur 1 j 2 Stunde mit Aqua destillata behandelt wurde. F ü r 
den Uneingeweihten erscheinen sie unterexponiert. Um jedoch einen V e r
gleich zu ermöglichen, wurde hier dieselbe Expositionszeit benutzt wie im 
vorigen F a ll. D ie B ilder 12  und 13  sind im Gegensatz zu 10  und 1 1  äußerst
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Abb. 13. Dasselbe Präparat. 450: 1.

dunkel, was auf die Anwesenheit von m assiven, stark imprägnierten Achsen
zylindern zurückzuführen ist, die im vorigen Präparat, das zwei Tage in 
Aqua destillata verweilte, zum großen Teil verschwunden sind. D iese E rgeb
nisse beweisen also, daß es die Achsenzylinder sind, die bei der Behandlung 
des Blockes mit Aqua destillata entfernt und ausgeschmolzen worden sind. 
Des weiteren zeigen sie das erste Stadium der Entstehung der M yelinschicht. 
In Abb. 12  links sieht man die angeschwollenen, aus dem Inneren des Blockes 
herausgepreßten terminalen Teile der Achsenzylinder auf der Oberfläche des 
Blockes, wo sie kontinuierlich in eine ziemlich dünne, aber stark imprägnierte 
Schicht übergehen. D ies ist die M yelinschicht in ihrem ersten B ildungs
stadium. Im gleichen B ild  rechts und auch in Abb. 13  hat sich die Schicht, 
wahrscheinlich infolge störender Einflüsse beim Im prägnieren, von der 
Schnittfläche des Blockes losgelöst, obgleich sie noch immer durch nicht 
abgerissene Achsenzylinder an dieser befestigt ist, deren Spitzen im dunkel
sten T eil der M yelinschicht endigen. Auch diese B ilder lassen erkennen, d a ß  
e s  d i e  A c h s e n  z y l i n d e r  s i n d ,  d i e  b e i  A n w e s e n h e i t  v o n  
A q u a  d e s t i l l a t a  d i e  E n t s t e h u n g  d e r  M y e l i n f i g u r e n  
v e r u r s a c h e n ,  u n d  e r b r i n g e n  s o  e i n e n  n e u e n  B e w e i s  
d a f ü r ,  d a ß  d i e  A c h s e n z y l i n d e r  a u s  P h o s p h a t i d e n  a u f 
g e b a u t  s i n d .
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A n der Oberfläche azetonbehandelter Blöcke war von M yelinform en keine 
Spur zu finden. Das Azeton bewirkt eine Fä llu n g  nicht nur der Phosphatide, 
die hierbei in keiner W eise verändert werden, sondern auch eine irreversible 
der Proteinsubstanzen. Soll die Proteinfällung die Bildung von M yelin
formen verhindern können, so müssen Proteine und Phosphatide aneinander 
chemisch gebunden, d. h. als Lipoproteine vorhanden sein. Dies ist in den 
Ganglienzellen auch sicher der Fa ll, aber verschieden stark in verschiedenen 
Zellen, denn die Löslichkeit der Phosphatide w ar sehr ungleich. So wurden 
sie aus den Pyram idenzellen schon leicht mit Alkohol herausgelöst, aus den 
Rückenmarkzellen dagegen erst durch langdauernde Extraktion  mit heißem 
Chloroform oder anderen energischen Lösungsm itteln und auch dann nur 
unvollständig. Ich konnte deutlich beobachten, daß die Ganglienzellen in den 
Schnittflächen auch frischer Blöcke nicht zur Entstehung von M yelinformen 
Anlaß geben. D ie Lipoide müssen in diesen daher sehr innig an die Proteine 
gebunden sein.

E s bleibt noch zu erklären, weshalb die Phosphatide in den Ganglien
zellen nicht doppelbrechend sind. Eine bestimmte Anordnung der Teilchen 
in einer Substanz bedingt Anisotropie, während Isotropie auf einen amorphen 
Zustand hinweist. D ie Phosphatide sind also in den Ganglienzellen, den 
Dendriten und den verschiedenen Teilen der N euriten offenbar amorph ver
teilt und demnach sind diese Histölipoide durch ihre kolloidale Verteilung, 
durch ihr Vorkommen als Lipoproteine und durch ihre amorphe Beschaffen
heit in dreifachem  Sinn „m asquees“  (L IS O N  19 36). D iese Tatsache wird 
noch dadurch erhärtet, daß der normal im prägnierte Achsenzylinder weder 
im Quer- noch im Längsschnitt Doppelbrechung zeigt.

Unsere Feststellungen führen zu weiteren sehr wichtigen Schlußsätzen. 
E s wurde bereits auf das Bestehen einer mehr oder weniger festen V e r
bindung zwischen den Lipoid- und Proteinsubstanzen in den gangliösen 
Elementen hingewiesen, wonach auch die Proteine in einem amorphen Zu
stand vorhanden sein müssen. Nun dürften aber diese Proteine den Grund
stock der Neurofibrillen bilden. D araus geht jedoch hervor, daß diese Struk
turen postmortal entstanden sein müssen, denn das Fibrillennetz erhält je  
nach der Präparation ein sehr verschiedenes Aussehen. Dam it habe ich 
meinen früheren Standpunkt ( A L S T E R B E R G  19 4 1 b, S. 384) aufgegeben, 
demzufolge die F ibrillen  als wirklich bestehende Bildungen mit mechanischen 
Aufgaben aufzufassen wären. Ich habe auch die Doppelbrechung von im
prägnierten und darauf KCN -behandelten Schnitten von Nervengewebe in 
W asser untersucht und eine solche weder in Längs- noch in Querschnitten 
feststellen können. Von Bedeutung ist hierbei, daß die Strukturen keiner 
postmortalen Kontraktion bzw. Expansion ausgesetzt werden.

d) D i e  L i p o i d e  i n  d e r  G 1 i a

Die G lia  enthält reichliche Mengen von im prägnierbaren Lipoiden, die 
jedoch wegen Schwierigkeiten verschiedener A rt schwer zu identifizieren 
sind. Meine diesbezüglichen Untersuchungen sind daher in diesen Belangen
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noch weit vom Ziel entfernt. Bei alkoholischer Extraktion von Großhirn
blöcken fand ich in den unschönen Präparaten, daß wenigstens die Zellen der 
F aserg lia  insofern erhalten waren, als zumindest die gröberen Vorsprünge und 
die Zellkörper selbst aufgefunden werden konnten, während nach Ä ther
extraktion von vorher alkoholextrahierten Blöcken diese Zellen vollkommen 
verschwunden waren. Auch die peripheren Anteile von Blöcken der weißen 
Substanz des Rückenm arks zeigen nach Behandlung mit Äther zuweilen eine 
starke Extraktion der Glia. H ieraus wurde geschlossen, daß in der Faserglia  
Kephalinsubstanzen die wichtigsten Phosphatide sind. Aber auch hier, wie 
sonst immer, muß damit gerechnet werden, daß die Löslichkeit der Lipoide 
durch an diese gebundene Proteine verändert werden kann. Eine ergänzende 
Untersuchung des Ätherextraktes w äre hier sehr aufschlußreich gewesen, 
aber eigentümlicherweise sind im Äther nach Extraktion  von vorher alkohol
extrahiertem  H irnm aterial nur sehr geringe Substanzmengen vorhanden. Die 
histologische Untersuchung zeigte, daß die vom Äther aus den Zellen heraus
gelösten Substanzen in R issen oder an anderen Stellen des Blockes aus
gefallen sind. Dagegen gehen bei der Extraktion von vorher azetonbehandeltem 
M aterial die extrahierten Substanzen in Äther über, ohne im Block N ieder
schläge zu bilden. Aber diese E xtrakte  sind dafür um so komplexer zusammen
gesetzt. In zuerst mit Alkohol und dann mit Chloroform extrahierten Rücken
markblöcken war leicht festzustellen, daß die G lia früher und vollständiger 
gebleicht wird als die gangliösen Anteile. In denExtrakten gab es verschiedene 
Phosphatide, aber unter diesen besonders Kephalinsubstanzen, die z i e m 
l i c h  sicher von den gliösen Strukturen herstammen. Aber auch bei dieser 
Extraktion werden sekundäre N iederschläge gebildet. H ierzu kommt, daß die 
G lia  aus sehr verschiedenen Elementen besteht und auch das Kephalin keine 
einheitliche Substanz ist. Laut M A C A R T H U R  ( 19 14 )  und F O L C H  ( 19 4 1, 
1942, 1943) besteht diese Substanz vor allem aus Verbindungen m it Serin,. 
Kolam in und Inositol. A u f Grund von Untersuchungen von F O L C H  (1. c.), 
S T E T T E N  ( 19 4 1)  und V IG N A U D  (1940) ist es leicht, einen mit Substanz
transporten einhergehenden Stoffwechsel in den verschiedenen Gliatypen 
auch in den Satelliten und den Golgi-Lanterm annschen Trichtern zu 
den Ganglienzellen vom Serinkephalin1 ) über das Kolam inkephalin1 ) zum in 
Ganglienzellen und Achsenzylindern vorhandenen Lezithin aufzuzeigen. V ie l
leicht bildet die stark OsO .-reduzierende Substanz in der M arkscheide den mit4
Sulphhydrylgruppen ausgerüsteten Rest einer Aminosäure, die beim Aufbau 
von Lezithin aus Kolam inkephalin die nötigen Methylgruppen abgegeben hat.

Außerdem gibt es im Nervengewebe andere Lipoide, die aus theoretisch- 
chemischen Erw ägungen heraus oder bei direkten Experim enten sich als von 
der beschriebenen Im prägnierung nur wenig beeinflußt erwiesen, so das 
Dihydrolezithin ( T H A N N H A U S E R  1946), das Sphingom yelin und die 
Zerebroside. Über ihre zellulare Lokalisation kann ich mich nicht äußern.

]) Statt der von FO LCH  vorgeschlagencn verwickelten chemischen Bezeich
nungen würde ich die oben von mir vorgeschlagenen Bezeichnungen der von ihm 
kürzlich beschriebenen Kephalinsubstanzen vorziehen.
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e) D i e  C h e m i e  d e s  N e r v e n i m p u l s e s

In bezug auf die N atur des Nervenim pulses sind bis in letzter Zeit die 
Ansichten von D A L E  und L O E W I im Vordergrund gestanden (D A L E  1939). 
N a t ü r l i c h  m u ß  b e i  d e r  c h o l i n  e r g i s c h e n  Ü b e r f ü h r u n g  
d e r  U r s p r u n g  d e s  C h o l i n r a d i k a l s  d e s  A z e t y l c h o l i n s  
i n  d e n  n a c h  d e n  h i e r  e r ö r t e r t e n  U n t e r s u c h u n g e n  ü b e r 
a l l  i n  d e n  G a n g l i e n z e l l e n  u n d  i h r e n  A u s l ä u f e r n  v o r 
h a n d e n e n  P h o s p h a t i d e  n, b e s o n d e r s  i m  L e z i t h i n  g e 
s u c h t  w e r d e n .  Überdies muß aber noch eine Azetylmuttersubstanz Vor
kommen, die jedoch nicht genauer identifiziert ist. Außer der Cholinesterase, 
also dem azetylcholinspaltenden Enzym , hat man in allerletzter Zeit eine 
besonders im Nervengewebe vorkommende Cholinazetylase, also das ent
sprechende synthetisierende Enzym  beschreiben können (N A C H M A N S O H N  
und M A C H A D O  19 4 3 ; L IP T O N  und G U Z M A N  1946). E s fehlt einstweilen 
eine genügende Kenntnis von der W irksam keit einer Lezithinase oder 
Sphingom yelinase, die imstande ist, das Cholinradikal aus seiner E ster
bindung in den Phosphatiden herauszubrechen und damit der Azetylierung 
zugänglich zu machen ( S P E R R Y  1947).

In letzter Zeit hat man indessen die w irklich humerale Bedeutung des 
Azetylcholins —  im Sinne von D A L E  und L O E W I —  mehr und mehr ange- 
zweifelt. Laut M A C IN T O S H  (19 38) trat bei Durchspülung des Z erv ika l
ganglions der K atze  mit Lockescher Lösung bei V agusreizung Azetylcholin 
auf, während bei normaler Blutzirkulation kein Reizstoff festgestellt werden 
konnte (in beiden Versuchen bei Anwesenheit von E serin ). D as Azetylcholin 
sollte also von nervösen Elementen n u r  b e i  t i e f g r e i f e n d e n  e x 
p e r i m e n t e l l e n  E i n g r i f f e n  an die Körperflüssigkeit abgegeben 
werden. Unter normalen Verhältnissen sollte es sich jedoch vom Phosphatid 
niemals abspalten, sondern in azetyliertem Zustand an seine Phosphorsäure 
in der Form  eines Salzes gebunden bleiben. In den letzten Jahren hat man 
„inaktive“  azetylcholinliefernde Substanzen gefunden ( T R E T H E W IE  19 38 ), 
die vielleicht Lezithin- oder Sphingom yelinnatur besitzen. D ie Reaktionen 
bei der Entstehung des Impulses sollen durch die unten angeführte Form el 
veranschaulicht werden.

^  OH

Fettsäure— CH ,
I ^

Fettsäure—CH OH ^
I I
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o

D ie O xyäthylgruppe des Cholinradikals sollte also unter Esterbildung

HO • CO • CH ,

"O H l—N = (C H 3);
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zwischen der Phosphorsäuregruppe und der Azetylgruppe hin- und her
pendeln. D iese Annahmen werden in besonderer W eise durch Untersuchungen 
gestützt, die von Isolde H A U S S E R  ( 19 3 5 )  über das dielektrische Verhalten 
organischer Zwitterionen unter besonderer Berücksichtigung von Molekülen 
der H irn- und Nervensubstanz durchgeführt worden sind. W ährend im L ezi
thin und Sphingomyelin die langen Fettsäureketten infolge ihrer geringen 
D ipolarität nur in sehr spärlichem Maße Krafteinflüssen, namentlich elek
trischer Beschaffenheit, ausgesetzt sind und daher in Lösungsm itteln sich 
in fast vollständiger Ruhe befinden, ist der stark polare Cholinphosphorsäure- 
Arm  um so beweglicher und schwingt „m it einer definierten Eigenschwingung 
um eine Ruhelage“ . Letzteres w ird durch eine von den Fettsäureketten aus
gehende richtunggebende K ra ft  verursacht. Man kann sich leicht vorstellen, 
daß in den amorphen Phosphatiden im Inneren der Achsenzylinder die 
Cholinphosphorsäure-Arme, ohne innere Zwitterionen zu bilden, sich an 
angrenzenden Molekülen kettenförm ig verankern. Man weiß auch seit langem, 
daß das Innere der Achsenzylinder an der Leitung der Impulse nicht teil
nimmt. Anders verhält sich die Achsenzylinderoberfläche, die Achsenzylinder
grenzhaut von JA K O B , da hier die Cholinphosphorsäure-Arme als „m ole
kulare elektrische Pendel“  frei nach außen schwingen können, ohne von 
naheliegenden Phosphatidmolekülen gebunden zu werden. Wenn eine solche 
Fläche von einem Impuls getroffen wird, erfolgt vielleicht ein „A ufklappen“ 
des Zwitter.ions (M U R A L T  1939) und simultan eine A zetylierung des 
Cholins. Beim  Abklingen des Im pulses dagegen erfolgt eine Deazetylierung 
und ein Zuklappen, also eine erneute Esterbildung zwischen Phosphorsäure 
und Cholin. D ie chemischen Reaktionen müssen sowohl als synchronisierte wie 
in gleicher W eise gerichtete Bewegungen der Moleküle im Achsenzylinder 
angesehen werden, die von Veränderungen in der elektrischen Spannung der 
Achsenzylinder und der Grenzhaut begleitet sind. D ie  elektrische Spannung 
greift auf angrenzende, noch in „E igenschw ingung“  befindliche Zwitterionen’ 
über, w orauf ein Aufklappen dieser stattfindet usw., d. h. daß der Impuls auf 
diese W eise weitergeleitet wird. E s ist klar, daß hierm it Veränderungen in 
den übrigen Ionen der Grenzflächen einhergehen müssen.

Außerdem kommen aber vielleicht andere Verschiebungen vor. W ie er
wähnt, konnte ich feststellen, daß die Pyram idenzellen reich an locker ge
bundenem Lezithin sind, während in den Rückenm arkzellen und auch in den 
Purkinjezellen das an Protein innig gebundene Phosphatid nur in geringer 
M enge vorkommt. V ielleicht bestehen hier interessante Unterschiede in der 
Funktion der Substanzen. Im F a ll der Pyram idenzellen ist eine größere 
Bew eglichkeit des Phosphatidapparates erforderlich, um höhere seelische 
Funktionen vermitteln zu können, während im F a ll der Purkenje- und der 
Rückenm arkzellen die für die Impulse festgelegten Bahnen im Zusammen
hang m it der stereotypen Ausform ung der Reflexe weniger Phosphatid- 
mobilisation erfordern, also sozusagen in dieser H insicht „m arkiert ^sind. 
V ielleicht können gew isse N ervenkrankheiten durch „Abnorm itäten der 
Phosphatidverteilung im N ervengewebe verursacht werden.
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Abb. 14. P lexus chorioidens ventric. qua^ti. Hund. 450 : 1.

f) D i e  P h o s p h a t i d e  i n  a n d e r e n  K ö r p e r z e l l e n

Ein  sehr interessantes B ild  gibt der P lexu s chorioideus ventr. quarti 
(Abb. 14 ) . H ier wird das P lasm a der epithelähnlichen, dem Hohlraum  des 
yierten Ventrikels zugekehrten Ependymzellen stark im prägniert. D ie Zell
kerne werden überhaupt nicht im prägniert. Im B ild  sind auch —  obgleich 
nur schwach —  Querschnitte von K apillaren und auch von größeren B lu t
gefäßen zu sehen. Ich habe mit diesen Organen keine Extraktionsversuche 
der vorbeschriebenen A rt ausgeführt, aber es besteht keinerlei Gegen
argument, daß die in diesen gliahomologen Zellen vorhandene Substanz nicht 
auch aus Phosphatiden bestünde.

Im Nierengewebe (Abb. 15 )  der verschiedensten Säugetiere wird besonders 
das Epithel der Tubuli contorti in einer an die obige Im prägnierung erinnern
den Form  deutlich im prägniert, das Epithel der geraden Nierenkanälchen 
und besonders der Glomeruli dagegen nur wenig. Namentlich die Stäbchen
strukturen von H E I D E N H A I N  werden als zu den Nierenkanälchen senk
recht verlaufende Stäbchen deutlich gefärbt. D er im prägnierte T eil der 
Stäbchen erreicht die Basalm em bran nicht ganz. D ie im prägnierbare Sub
stanz konnte mit Alkohol extrahiert werden und besteht demnach aus Phos
phatiden, aber außerdem ist eine entsprechende Proteinstruktur vorhanden.
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Abb. 15. Niere, Igel. Rechts unten ein Glomerulus, von dem angeschlossenen 
Nierenkanälchen überlagert, 450 : 1.

D a man der Ansicht ist, daß vom Plexu s chorioideus fast reines W asser in 
die Gehirnventrikel hineintransportiert wird, kann in gleicher W eise W asser 
vom verdünnten Prim ärharn abtransportiert werden, der hierdurch eine K on
zentration erfährt. In beiden Fällen  sollte eine gleichartige A rbeit mit einem 
W assertransport von Orten höheren osmotischen Druckes mit H ilfe  der 
Phosphatidstruktur in einer W eise ausgeführt werden, die mit dem V e r
mögen der Phosphatide, M yelinform en zu bilden, zusammenhängt.

D ie im prägnierte Skelettm uskulatur und auch die H erzm uskulatur zeigen 
eine besonders schöne Q uerstreifung, die durch eine Extraktion  des Blockes 
vor der Im prägnierung elim iniert wird. D er Block muß jedoch im E x tra k 
tionsmitte] (M ethylalkohol und darauf Chloroform) gekocht werden. Ich habe 
die Zusammensetzung des E xtraktes nicht untersucht. In der H erzm usku
latur dürfte sicher das kürzlich beschriebene Kardiolipin  (P A N G B O R N  
1947) Vorkommen, das Linolen- und Ülsäure enthält. Gerade die Phosphatide 
können die bei der Bewegungsm echanik aktive Substanz darstellen, wobei 
die M uskelbewegungen durch W assertransport vor sich gehen dürften. E s 
muß aber auch rückläufige, noch unbekannte Prozesse geben.

D ie Zellkerne der Skelettm uskulatur zeigen nie, die der Herzm uskulatur 
dagegen stets eine sehr starke und fest haftende Im prägnierung.

K u rz sei erwähnt, daß ich auch Leber und Nebennieren, einstweilen jedoch
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in keiner W eise abschließend, untersucht habe. D ie Zellen der Zona fasciculata 
zeigen bei vielen T ierarten eine wabige Struktur. D ie in den tiefen Rinden
schichten gelegenen Blutkapillaren haben sehr oft einen ziemlich scharf 
imprägnierten Inhalt. D ie Zellkerne in der Nebennierenrinde zeigen sehr 
charakteristische Unterschiede, sie werden in gewissen Schichten sehr stark 
im prägniert, in anderen dagegen überhaupt nicht. D ie Zellen des Neben
nierenmarks und ihre K ern e werden sehr schwach im prägniert und die 
Grenze zwischen M ark und Rinde erscheint daher scharf.

D ie Ergebnisse der Versilberung der Leber sind insofern von Interesse,, 
als die Zellgrenzen hier und da fast schwarz im prägniert werden, was auf 
eine Im prägnierung der Zellmembran schließen läßt. Eingelagerte dünne 
Bindegewebsstränge oder Kittsubstanzen können jedoch positive Ergebnisse 
vortäuschen. Bei roten Blutkörperchen in den Gefäßen habe ich eine deutliche 
Im prägnierung der Membran beobachtet.

E s  ist für mich eine besonders angenehme Pflicht, H errn Assistenten 
F il. Kand. K . J .  G U S T A F S S O N , Stockholm, für seinen sachverständigen 
Beistand bei der A nfertigung der Mikrophotographien zu danken.

Z u s a m m e n f a s s u n g

1. Das O bjekt w ird in eine Im prägnierungsflüssigkeit gebracht, die aus 
JC N , Ag-Chlorat und Aqua destillata besteht.

2. Dann wird der Block in Zelloidin und schließlich in Paraffin  ein
gebettet. D ie Schnitte werden mit H 2S behandelt und in üblicher W eise in 
Kanadabalsam  eingeschlossen.

3. Im M aterial aus dem zentralen N ervensystem  von Säugetieren treten 
die Ganglienzellen, die Dendriten, die Achsenzylinder, die Gliazellen ver
schiedener A rt sowie die Golgi-Lanterm annschen Trichter scharf hervor, 
schwach dagegen die Axonen und die M arkscheiden.

4. D ie imprägnierten Strukturen in den Ganglienzellen liegen zwischen 
den N issl-K örpern.

5. D ie Im prägnation trifft die Doppelbindungen der ungesättigten Phos
phatide, besonders des Lezithins und des Kolam inkephalins, die in den vor
hergenannten nervösen Elementen kolloidal, also ,,m askiert’' Vorkommen. 
Fetttröpfchen auch von mikroskopischer Größe werden kaum dargestellt.

6. D ie M arkscheiden sind arm an Phosphatiden, g e b e n  a l s o  i n  A q u a  
d e s t i l l a t a  k e i n e  „ M y e l i n f o r m e n “ . D i e s e  w e r d e n  v o n  
d e n  A c h s e n z y l i n d e r n  g e b i l d e t .

7. Die optische Isotropie der phosphatidreichen nervösen Elemente wird 
von der amorphen, also optisch m askierten V erteilung der Phosphatide ver
ursacht.

8. Dabei sind die Phosphatide verschieden fest an amorph verteilte Proteine 
gebunden, also als Lipoproteine chemisch maskiert.
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g. D ie Proteine bilden bei geeigneten Präparationen die „N eurofibrillen“ , 
die also p o s t m o r t a l  e n t s t a n d e n  s i n d .

10. Der V erfasser ist der Meinung, daß besonders das Lezithin, m öglicher
weise auch das Sphingom yelin, für die cholinergische H erkunft und W eiter
leitung des Nervenim pulses in den Ganglienzellen und deren Ausläufern 
verantwortlich ist.

1 1 .  D as Azetylcholin wird also nicht nur in den Synapsen und den anderen 
Kontakten, sondern in der ganzen Nervenbahn während des Fortleitens des 
Nervenimpulses gebildet.

12 . Auch in anderen Körperzellen ist es gelungen, die mikroskopische 
Verteilung der Phosphatide festzustellen. Besonders interessant sind die 
Strukturen in den gliahomologen Zellen des P lexus chorioideus und in den 
Nierenzellen.
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