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Die chemische Zusammensetzung des in kdrniger Form intracelluldr
abgelagerten Hamosiderinpigmentes ist, abgesehen von dem Eisengehalt,
noch weitgehend unbekannt. Die bisherigen Untersuchungen erstrecken
sich im wesentlichen auf die in der histochemischen Pignentanalyse
iiblichen Teste, wie Verhalten gegeniiber Losungs- und Bleichungs-
mitteln, Silbersalzen, Fettfarbstoffen usw. 175,

Die bekannten wichtigsten Eigenschaften des Hémosidering sind in
Tabelle 1 zusammengestellt.

Es wird im allgemeinen angenommen, dafl im H#émosiderinpigment
das Eisen in einer lockeren organischen Bindung, wahrscheinlich an
einen Eiweillkérper vorliegt 3 8. Ein exakter Beweis dafiir ist aber
bisher auf histochemischem Wege noch nicht erbracht worden. Des-
gleichen ist die chemische Struktur der betreffenden organischen
Substanzen noch nicht genauver charakterisiert. Bei der Untersuchung
verschiedenen menschlichen Autopsie- und Biopsiematerials mit der
Hotchkiss-McManus-Methode fiel uns eine mehr oder weniger starke
rotliche Anfdrbung etwa vorhandenen H#mosidering auf. Allerdings
war dieselbe bei intensiver Eigenfarbe des Pigmentes oft nur schwer
zu erkennen.

Die Diskrepanz zu den Angaben Lirries (s. Tabelle 1°) und die
Vermutung, dafl es sich um die Reaktion eines organischen Substrates

Tabelle 1. Bisher bekanntes mikrochemisches Verhalten des Himosiderins.
|

Reagens j Verhalten Autor
Sauren ‘ loslich } Hugrcg!: 25
Allkalien ! unlsslich ‘ Hurck
Fettlosungsmittel ‘ unloslich ‘ Hueck
Bleichungsmittel unverdndert ' Hvueck
Eisenreaktion stets positiv Hueck
o . negativ Hueck
Basische Farbstoffe { teilweise positiv \‘ Litriet
Fettfarbstoffe : negatbiv ’ Hurck
Osmium ! negativ ‘ Hvueck
Argentaffinitat, AgNO, negativ \ Hureck
Fluorescenz negativ | PoppER*
Hotchkiss-McManus-Reaktion negativ ‘ Lirie?
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im Himosiderinpigment handeln kénnte, gaben Veranlassung, diesem
Befund weiter nachzugehen.

Bei der Suche nach einem giinstigen Untersuchungsmaterial erwiesen
sich die Milzen von Laboratoriumstieren (Maus, Ratte) als besonders
geeignet. Bekanntlich wird in der Milz verschiedener Tiere, besonders
in hoherem Alter, oft in groBer Menge Eisenpigment abgelagert 10,11,
Bei diesen Tieren ist auch normalerweise die Erythrophagocytose in
der Milz sehr ausgesprochen, so dafl zwischen Erythrocytenzerfall und
Pigmentbildung ein kausaler Zusammenhang zu bestehen scheint. Wahr-
scheinlich konnen diese Eisenablagerungen als physiologisch angesehen
werden, und es ist anzunehmen, daf} dabei die Bedingungen, die zur
Pigmentierung fithren, einigermaBen konstant sind.

Material und Methodik.

Zur Untersuchung kamen Miuse- und Rattenmilzen alter Tiere.
Nach Fixierung in Alkohol 96% und neutralem Formalin 4% erfolgte
Paratfineinbettung iiber Chloroform in der iiblichen Weise.

Es kamen folgende Farbungen und histochemische Reaktionen zur Anwendung.

1. Allgemeine Farbung: Hamalaun und Hamalaun-Eosin.

2. Basophilie und Metachromasie: WaBrige Toluidinblaulésung 1%, 10 min,
Abspiilen in dest. Wasser, Differenzieren in Alkohol 96% , Entwissern, Xylol,
Balsam.

3. Saurer Farbstoff zur Darstellung basischer Proteine: Wafirige Lichtgriinlgsung
1%, 10 min Abspiilen in dest. Wasser, Entwéssern, Xylol, Balsam.

4. Feitfirbung: Gesattigte Sudanschwarzlosung in Alkohol 70% , 15 min, Kurz
abspiilen in Alkohol 50% , dest. Wasser, Glycerin.

5. Eisenreaktion: Berlinerblaureaktion nach WICRLEIN-FALKENBERG (siche
RomErs!).

6.a Perjodsiure-Schiff-Reaktion ( PJ8) nach McManvs2, b Perjodsiure-Schiff-
Realtion nach HoTcEKiss (s. GLick!?).

7. Chromsdure-Schiff-Reaktion nach BAUER (s, RomEIs!). Es wurde mit Chrom-
sdure 5% 1 Std behandelt.

8. Kaliumpermanganat-Schiff-Reaktion nach CAsELLA™. Es wurde mit KMnO,
0,5% 15 min behandelt.

9. Perameisensiure-Schiff-Reaktion nach LitLie’®. Es wurde mit frisch her-
gestellter Perameisensiure 90 min behandelt.

10. Eiweifreaktion. Diazoniumreaktion (s. DANTELLT'®). Behandeln der Schnitte
mit frisch hergestelltem tetrazotiertem Benzidin oder o-Dianisidin in-alkalischem
Milieu bei 0—5° C. Wenn notig, kann zur Farbintensivierung nach sorgfaltigem
Auswaschen an H-Siure weitergekuppelt werden. Bei dieser Methode reagieren
vor allem die Aminosiduren Histidin, Tryptophan und Tyrosin

11. Extraktion des Eisens: Oxalsdure 5% , 3 Std (RomErs!, LiLrie?).

12. Acetylierung (LiLLie®): Essigsiureanhydrid-Pyridin, Gemisch 4:6 24 Std
bei Zimmertemperatur.

13. Deacetylierung (nach LiLLiE?): Ammoniak 28% 2 Teile und Alkohol 100 %
8 Teile 24 Std bei Zimmertemperatur.

14. Lipoidextraktion: Methanol-Chloroform, Gemisch 1:1 24 Std bei 60° C.
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15. Fermeniteste: a Speichel 1 Std bei 37° C. b Diastase 1% in dest. Wasser
1 Std bei 37° C. ¢ Hyaluronidase (BENGER), 1 mg (= 1000 Benger-Einheiten) aut
3 cm® dest. Wasser, 24 Std bei 37° C. d Pepsin 5 mg/em® 0,01 NHCI 1, 2, 4, 12
und 24 8td bei 37° C. e} Pancreatin 4 mg/em?® 0,8% NaHCO, 30 min, 2 Std und
6 Std bei 37°C.

Die 6-, 12- und 24stiindigen Verdauungen mit Pepsin bzw. Pancreatin erfolgten
an nicht entparaffinierten Schnitten.

Ergebnisse der histochemischen Untersuchungen.

Das Pigment liegt ausschlieBlich intracelluldr, vor allem in den
meist erheblich vergroBerten Reticulumzellen der roten Pulpa, weniger
in den Sinusendothelien. Gelegentlich finden sich auch geringe Pigment-
ablagerungen in den Follikeln, meist in der Ndhe der Zentralarterie
ebenfalls in Reticulumzellen. Das Pigment zeigt nativ eine fein- bis
grobgranuldre Beschaffenheit und je nach Gréfe der Pigmentkorner
eine goldgelbe bis braune Farbe.

Eine Zusammenstellung der Ergebnisse der zuerst durchgefithrten
histochemischen Teste gibt Tabelle 2.

Tabelle 2. Histochemisches Verhalten des Himosiderinpigmenies.

Reagens ‘ Befund
Unbehandelt gold- bis dunkelbraune Granula
Oxalsaure 5%, 3 Std vollstandig geldst
Salzsgure 10% , 1 Std teilweise gelost
Perjodsiure 1% , 5 min unverindert
Chromséure 5%, 1 Std unverindert
Kaliumpermanganat 0,5% , 30 min gebraunt wie das iibrige Gewebe
Eisenreaktion positiv
Toluidinblau keine Basophilie, keine Metachromasie
: - infolge Eigenfarbe des Pigmentes
Lichtgriin nicht %icher zu beurtgilen
Sudanschwarz negativ
Schiffs-Reagens, 20 min ‘ negativ
PJS-Reaktion nach McMaxus positiv
PJS-Reaktion nach HorcHriss positiv
Bauer-Reaktion angedeutet positiv
Casella-Reaktion | angedeutet positiv
Perameisenséure-Schiff-Reaktion : negativ
EiweiBreaktion ‘ infolge Eigenfarbe des Pigmentes

| nicht sicher zu beurteilen

Daraus ist zu ersehen, dafi das Pigment eine positive Eisenreaktion
gibt, aber keine Basophilie, Metachromasie und Sudanophilie erkennen
laBt. Deutlich positiv ist die PJS-Reaktion in Form einer rothraunen
Farbung der Pigmentkoérner. Die Bauer- und Casella-Reaktion ergeben
dagegen nur einen angedeuteten rotlichen Schimmer. Die Perameisen-
sidure-Schiff-Reaktion ist eindeutig negativ. Die bei den letztgenannten
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Reaktionen zur Anwendung kommenden Oxydationsmittel allein haben
keinen Effekt, abgesehen von dem Kaliumpermanganat, das zu einer
diffusen Braunung des Schnittes fiihrt, die aber nach kurzer Behandlung
mit Bisulfitlosung verschwindet. Der Ausfall der Eiweifireaktion ist
infolge der Eigenfarbe des Pigmentes nicht eindeutig zu bestimmen.

Wichtig und fiir die weitere Untersuchung grundlegend ist die Tat-
sache, dafl sich das Kisen ziemlich leicht mit Oxalsiure extrahieren
laBt; nach lstlindiger Einwirkung der Saure ist es teilweise in Losung
gegangen und die Pigmentkorner sind nur noch hellgelb gefarbt, wihrend
nach 3 Std im allgemeinen vollige Losung erfolgt ist. Die notwendige
Zeitdauver der Sdurebehandlung hiingt von der Menge, Dichte und GrsBe
der Pigmentkorner ab. Nach vollstindiger Losung sieht man am nativen
ungefirbten bzw. nur mit einem Kernfarbstoff geféirbten Préaparat in
den vergrofierten Reticulumzellen an Stelle der Pigmentgranula kleine
starker lichtbrechende kornchenartige Gebilde, die im Phasenkontrast-
mikroskop deutlich darstellbar sind.

Als nidchster Schritt wurde untersucht, welche histochemischen
Reaktionen diese nativ ungefarbten Restgranula geben und ob sie sich
mit einer der Methoden besonders deutlich darstellen lassen. Das Ergeb-
nis dieser histochemischen Analyse ist in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3. Histochemisches Verhalten der Restgranula nach Oxalsiureextraktion.

Reagens ‘ Befund

Unbehandelt ‘ farblos, etwas starker lichtbrechend,
im Phasenkontrastmikroskop
| deutliche Granula

Eisenreaktion | negativ
Basophilie (Toluidinblau) ‘ negativ
Metachromasie (Toluidinblau) negativ
Saure Farbstoffe (Lichtgriin) schwach positiv
Sudanschwarz negativ
PJS-Reaktion nach McManus positiv
PJS-Reaktion nach HorcHETSS positiv
Eiweilreaktion schwach positiv

Die Restgranula sind also eisennegativ und weder metachromatisch
noch baso- oder sudanophil. Sie treten nach der PJS-Reaktion sehr
deutlich als rotgefirbte Granula in Erscheinung, deren Lokalisation
vollig mit dem priméren eisenpositiven Pigment iibereinstimmt. Die
Eiweifireaktion ist schwach positiv, desgleichen farben sie sich mit
Lichtgriin leicht an.

Aus den bis jetzt durchgefithrten Untersuchungen ergibt sich also
als wesentlicher Befund die positive Aldehydreaktion nach Perjodsidure-
oxydation am nativen Hédmosiderin, die an einen unpigmentierten eisen-
freien Restkorper gebunden ist, der nach Extraktion des Eisens mit
Oxalstiure dargestellt werden kann.
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Um diesen Befund weiter zu prézisieren, ist es notwendig, kurz auf
die den einzelnen Reaktionen zugrunde liegenden chemischen Prozesse
einzugehen.

Die nach der Perjodsiureoxvdation auftretenden Aldehydgruppen
leiten sich entweder von 2 benachbarten unsubstituierten Hydroxyl-
gruppen, wie sie vor allem in Kohlenhvdraten vorkommen oder von
einer Hydroxylgruppe benachbart zu einer primiren oder sekundéren
Aminogruppe ab. Chromséure und Kaliumpermanganat greifen offenbar
die gleichen Gruppen an, wobei Aldehyde entstehen, die allerdings bei
lingerer Einwirkung dieser Reagentien leicht wieder zerstort werden.
Nach den Untersuchungen von LiLLr? ist anzunehmen, dafl die PJS-
positiven Substanzen, die keine deutliche Bauer- und Casella-Reaktion
geben, verhdltnismidBig weniger reaktive Gruppen der obengenannten
Art je Molekiil enthalten.

Der Austall dieser Reaktionen am Hamosiderinpigment (s. Tabelle 2)
spricht fiir das Vorhandensein eines Stoffes mit Reaktlonsvruppen der
eben dargestellten Art.

Im Gegensatz dazu werden mit Perameisensiure unter den histo-
chemischen Bedingungen (nach LiLuig!5) Athylengruppen zu Aldehyden
oxydiert, wahrscheinlich iiber Athylenperoxyde; 1-, 2-Glykolgruppen

werden dagegen nicht angegriffen. Die Perameisenséiure-Schiff-Realtion
ist besonders beim Vorliegen hoherer ungesittigter Lipoidverbindungen,
wie sie z. B. im Ceroidpigment vorkommen, positiv (LILLIE!).

Perameisensiure kann nach den histochemischen Untersuchungen
von Prarsel?, am Keratin auch Cystin zu Cysteinsiure (Alanin-f-
sulfonsdure HO,S . CH, - CH(NH,) - CO,H) oxydieren, wobei wahr-
scheinlich als Zwischenstadium Alanin-f-sulfinsdure (HO,S.CH, -
CH(NH,) - CO,H) auftritt. Letztere soll nach PEARSE auch zu einer
positiven Reaktion mit der SonrrFschen Lésung fithren kénnen.

Der negative Ausfall der Perameisensiure-Schiff-Reaktion am Héamo-
siderinpigment spricht gegen das Vorliegen von Verbindungen der eben
dargestellten Art.

Die Zahl der im Organismus vorkommenden Verbindungen, die die
Voraussetzungen zu einer positiven PJS-Reaktion geben, ist verhaltnis-
miBig groB. Es kommen im wesentlichen folgende Stoffgruppen in
Betracht: Polysaccharide, Mukopolysaccharide, Glyvkoproteide, Glyko-
lipoide (Cerebroside).

Zur genaueren Charakterisierung der PJS-positiven Substanz im
Hémosiderin war deshalb die Anwendung weiterer histochemischer Ver-
fahren einschlieflich Fermentteste notwendig. Diese und die damit
erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Das Verhalten bei der reversiblen Acetylierung hestdtigt das Vor-
handensein der obengenannten von der Perjodsiure angreifbaren
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Tabelle 4. Einfluf verschiedener Reagentien und Enzyme auf den Ausfall
der PJS-Reaktion am Hdmosiderinpigment.

Reagens ‘\ Befund
Oxalsiure 5%, 3 Std positiv
Salzsiure 10%, 1 Std positiv

Acetylierung negativ
Nach Deacetylierung positiv
Methanol-Chloroformextraktion positiv
Speichel positiv
Diastase positiv
Hyaluronidase positiv

Pepsin abgeschwicht

Pancreatin abgeschwicht

Gruppen. Nach Acetylierung mit Essigsdureanhydrid ist infolge der Sub-
stitution der Glykolgruppen die Oxydation zum Aldehyd nicht mehr
moglich und es resultiert eine negative PJS-Reaktion. Nach Entfernung
der Acetylgruppen kann die Oxydation zu Aldehyden wieder statt-
finden und die Reaktion wird positiv.

Das Vorliegen von Glykolipoiden kann auf Grund der negativen
Sudanschwarzfirbung am Paraffinschnitt (s. Tabellen 2 und 3) und
des unverdnderten Ausfalles der PJS-Reaktion nach Lipoidextraktion
mit heilem Methanol-Chloroform ausgeschlossen werden.

Da weder Speichel- noch Diastasebehandlung einen EinfluB auf den
Ausfall der PJS-Reaktion haben, ist dieselbe nicht auf das Vorliegen
von Glykogen zuriickzufithren.

Gegen das Vorhandensein eines Mukopolysaccharides spricht die un-
verinderte PJS-Reaktion nach der Hyaluronidasebehandlung, sowie die
negative Metachromasie und Basophilie (s. Tabellen 2 und 3), die
besonders die sauren Mukopolysaccharide auszeichnen.

Per exclusionem ist deshalb das Vorliegen eines Glykoproteides am
wahrscheinlichsten, was durch die positive Eiweillreaktion und die
Anfarbbarkeit mit sauren Farbstoifen noch bestatigt wird.

Leider gaben die Versuche mit den proteolytischen Enzymen Pepsin
und Pancreatin keine eindeutigen Ergebnisse. Nach lingerer Ferment-
einwirkung war die PJS-Reaktion an den Pigmentkérnchen zwar etwas
abgeschwicht, wurde aber niemals vollig negativ. Es ist denkbar, dafl
sich das Substrat gegeniiber proteolytischen Fermenten ziemlich resistent
verhilt, es ist aber auch nicht auszuschliefen, daB durch die Fixierung
die Fermentwirkung beeintrichtigt wird.

Diskussion der Ergebnisse.
Mit Hilfe histochemischer Methoden 148t sich im Gewebsschnitt an
den Hamosiderinpigmentgranula nach Extraktion des Eisens eine Triger-
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substanz zur Darstellung bringen. Bei dieser organischen Komponente
handelt es sich auf Grund der histochemischen Analyse hochstwahr-
scheinlich um einen Glykoproteidkomplex.

Dag Eisen liegt wobl in kolloidaler Form vor¢ 8. Nach den Unter-
suchungen von AsHER? handelt es sich um kolloidales Ferrihydroxyd.

Als Speicherform des Eisens im Organismus ist in der letzten Zeit
das Ferritin genauer untersucht worden und damit in den Vordergrund
des Interesses geriickt, wihrend das Hémosiderin, sicher zu Unrecht,
mehr oder weniger in den Hintergrund trat.

Auf Grund unserer Befunde am Hdmosiderin ergeben sich prinzipiell
gesehen gewisse Parallelen zum Ferritin. Letzteres la6t sich durch Zu-
satz von Cadmiumsulfatlsung in Form brauner Kristalle im Gewebe
zur Darstellung bringen. Auch aus dem Ferritin laft sich das Eisen
entfernen und es bleibt das farblose sog. Apoferritin {ibrig. Dies ist
eine ziemlich homogene Substanz, die leicht in reiner Form darstellbar
ist. HEs handelt sich um ein typisches Protein, dessen Aminoséure-
zusammensetzung weitgehend bekannt ist. Auf Grund der vorliegenden
Analysedaten ergibt sich kein Anhalt fir das Vorliegen einer Kohlen-
hydratkomponente im Apoferritin 18 19,

Sowohl Héimosiderin als auch Ferritin bestehen also ans 2 Kompo-
nenten, dem Eisen und einem EiweiBkorper. Beide Anteile unterschei-
den sich allerdings insofern, als das Himosiderineisen eine positive
Eisenreaktion (Berlinerblau) gibt, das Ferritineisen dagegen nicht und
das Hamosiderin nach dem Ausfall der histochemischen Reaktionen wahr-
scheinlich ein Glykoproteid, das Ferritin nach der chemischen Analyse
ein reines Protein enthélt. Wieweit zwischen Ferritin und Hémosiderin
Beziehungen bzw. Uberginge bestehen, miissen weitere Untersuchungen
kldren.

Entsprechend demy Apoferritin kénnte die in den H&mosiderinpig-
mentgranula enthaltene PJS.-positive Triagersubstanz als Aposiderin
bezeichnet werden.

Dieser Begriff wurde allerdings schon von Linrtet fir das braune,
eisennegative Pigment, in das Hamosiderin unter Umstdnden nach
Fixierung in saurem Formalin (pg 3—4) umgewandelt wird und das
wahrscheinlich auch in vivo entstehen kann, geprigt und wire demnach
in dem obengenannten Sinn zu erweitern.

Weiterhin erscheint es von gewissem Interesse, die Frage der Herkunft
dieser Trégersubstanz kurz zu erortern.

Auf Grund von Untersuchungen iiber die cvtologische Morphologie
der Eisenspeicherung (Literatur s. HirscH2) ist bekannt, daf Eisen
an priformierten Strukturen (Speichergranula, Krinom) in der Zelle
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niedergeschlagen wird, und zwar an Stellen, an denen sich bei Parallel-
untersuchungen Golgi-Systeme finden.

Neuerdings gelang es GrrsEZ den Golgi-Apparat mit der PJS-
Methode darzustellen und die zugrunde liegende Substanz als ein Glyko-
proteid zu identifizieren, wobei er diesem Stoff eine wesentliche Rolle
im Zellmetabolismus zusprach. Hieraus 148t sich eine Beziehung zu
unseren Befunden darstellen und es wire denkbar, da auch die Glyko-
proteidkomponente des Hamosidering aus dem Golgi-Material gebildet
wird.

SchlieBlich besteht noch die Moglichkeit, dafl ein Glykoproteid mit
dem Eisen von aullen in die Zelle eintritt. Bei der Ervthrophagocytose
kime als eine solche Quelle die Erythrocytenmembran in Betracht.
Nach neueren Untersuchungen?? enthidlt das Stromin der Membranen
ein fibrillires als Elinin bezeichnetes Material, das einen Lipoglyko-
proteidkomplex darstellt.

Das fiir den Eisentransport im Blutplasma verantwortliche f-1-
Pseudoglobulin (Siderophilin, Transferrin) besitzt einen Kohlenhydrat-
gehalt von 1,8%23; es ist aber unwahrscheinlich, dafi diese Plasma-
fraktion normalerweise in die Zelle eindringen kann.

Zur endgiiltigen Entscheidung der zuletzt angeschnittenen Fragen
miissen weitere experimentelle Untersuchungen beitragen.

Zusammenfassung.
1. Mit histochemischen Methoden 148t sich eine organische Trager-
substanz im Haémosiderinpigment von M#iuse- und Rattenmilzen nach-
weisen.

2. Dieselbe gibt eine positive Perjodséure-Schiff-Reaktion. Es han-
delt sich auf Grund der Ergebnisse verschiedener histochemischer Teste
wahrscheinlich um ein Glykoproteid.

3. Demnach besteht das Hamosiderinpigment aus 2 Komponenten,
dem FEisen und einer farblosen organischen Komponente von Glyko-
proteidcharakter. Letztere 148t sich nach Extraktion des Eisens als
Restkorper mit der Hotchkiss-McManus-Reaktion elektiv darstellen.

4. Die Beziehungen zum Ferritin und die Moglichkeiten der Her-
kunft dieser Tridgersubstanz werden diskutiert.
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