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Wiihrend unsere Kenntnis iiber die Physiologie und Pathologie des
Eisenstoffwechsels in den letzten Jahren durch eine Reibe von grund-
legenden Untersuchungen bereichert worden ist, gehen die Ansichten
iiber den chemischen Aufbau des Hamosiderins noch auseinander. Eine
Einmiitigkeit finden wir nur bei den Angaben iiber die Eisenkomponente
des Pigmentes. Sie soll als Ferrioxyhydrat vorliegen, das durch Alterung
allmihlich in das stabile Kristallgefiige des Limonits und des Goethits
ibergeht (BEHRENS und ASHER; SCHWIRTZER). Dagegen ist es nach wie
vor umstritten, welche Substanzen sich aufler dem Eisen an dem Auf-
bau des Hamosiderins beteiligen. Die meisten Untersucher vertreten die
Angicht, daBl im Hamosiderin eine mehr oder weniger feste Eisen-Eiweil3-
verbindung vorliegt. Vielfach wird auch Fettstoffen eine besondere Rolle
beim Aufbau des Pigmentes zugesprochen [Hurck (1), (2)].

Zur Klarung dieser Fragen haben wir in den vorliegenden Unter-
suchungen eine nihere histochemische Charakterisierung des Himo-
siderins vorgenommen. Unsere besondere Aufmerksamkeit galt dabei
denjenigen Substanzen, die neben dem Eisen im H&émosiderin vor-
kommen und beim Aufbau des Pigmentes eine Rolle spielen.

Wir sind ferner der Frage nachgegangen, ob das Pigment in den ver-
schiedenen Organen und Zellen die gleichen histochemischen Eigen-
schaften besitzt.

Material.

Wir haben bei unseren Experimenten im wesentlichen die Himosiderinablage-
rungen in der menschlichen Leber, in der Milz und im Knochenmark untersucht.
Das Material stammmte von Verstorbenen, die entweder an einer hamosiderotischen
Lebercirrhose gelitten hatten, oder bei denen wihrend einer langen Krankheit sehr
viele Bluttransfusionen durchgefiihrt werden muflten. AuBerdem standen uns
hamosiderintragende Zellen bei einer alten Hirnblutung, in einem hdmosiderotischen
Granulationsgewebe, sowie Herzfehlerzellen in einer Stauungslunge zur Verfiigung.
Die Organe wurden in Formalin oder Alkohol fixiert und in der iiblichen Weise in
Paraffin eingebettet.

* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefithrt, der wir fiir ihre Hilfe sehr danken.
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Es sei darauf hingewiesen, daBl nur frisches, gut erhaltenes Material fiir die
Pigmentuntersuchungen geeignet ist. An Organen, die durch lingeres Liegen nach
dem Tode bereits Zersetzungserscheinungen zeigen, kénnen irrefithrende Ergebnisse
erzielt werden.

Methoden.

1. Darstellung des Eisens im Schnitt. Zum histochemischen Nachweis des Eisens
haben wir die Berliner Blau- und die Twrnbull-Blaureaktion verwandt (ROULET).
Fir die genaue Lokalisation der grobkérnigen Eisenablagerung geniigte in vielen
Fallen schon eine einfache Kernfairbung mit Himatoxylin,

2. Die Darstellung der Polysaccharide erfolgte mit der Perjodsdure- Leukofuchsin-
technik, (PAS-Reaktion [McMaxvUs, Licrie (1) und Horcrkiss]). Bei diesem Ver-
fahren werden die Hexosepolysaccharide mit Perjodséure zu polymeren Aldehyden
oxydiert und dann mit dem ScriFrschen Reagens im Schnitt sichtbar gemacht.
Uber die Leistungsfahigkeit und die Anwendungsméglichkeiten dieser Methode ist
an anderer Stelle berichtet worden [GEDIGE (1), (2)]. Wir haben uns im wesent-
lichen an die Arbeitsvorschrift von Horcmkiss und Pearse (3) gehalten:
1. Schnitte entparaffinieren und in 70%igen Alkohol bringen. 2. Perjodséure-
losung (A) (10 min). 3. 70%iger Alkohol (kurz spiilen). 4. Reduzierende Lisung
nach- Horcmkiss (B) (1 min). 5. 70%iger Alkohol (kurz spiilen). 6. ScrrFFsches
Reagens (20 min). 7. FlieBendes Wasser (20 min). 8. Kernférbung mit 0,5%igem
Coelestinblau (3/, min) und MayErRschem Hamalaun (3/, min). 9.2%iger Salzsaure-
alkohol (kurz differenzieren). 10. Entwéssern und in Canadabalsam einbetten.

(A) Herstellung der Perjodsaurelésung: Zu 400 mg Perjodsgure (HJO, - 2 H,0)
werden 10 ml dest. Wasser und 5 ml m/5 Natrinmacetat hinzugegeben. Dann mit
reinem, absolutem Athanol auf 50 ml auffiillen. — Die Losung muB bei 4° C im
Dunkeln aufbewahrt werden und ist etwa 1-—2 Wochen haltbar.

(B) Herstellung der Horcmkrrss-Losung: Zu 1,0 g Kaliumjodid und 1,0 g
Natriumthiosulfat (Na,S,0; - 5 H,0) werden 30 ml reiner, absoluter Athanol, 20 ml
dest. Wasser und 0,5 ml 2n-Salzsédure hinzugegeben. — Der sich bildende Schwefel-
niederschlag kann vernachlissigt werden.

3. Das Acetylierungsverfahren nach MCMANUS und CasoN dient zur histochemi-
schen Unterscheidung zwischen PAS-positiven Glykolen, Aminoalkoholen und
Athylengruppen. Hierbei werden die PAS-positiven Glykole und Aminoalkohole
durchdie Einwirkung einer Essigsdureanhydrid-Pyridinlésung acetyliert und somit
fiir die Perjodsiureoxydation blockiert (A). Die unter Umsténden gleichfalls mit der
PAS-Technik erfaBten Athylenverbindungen werden nicht angegriffen und bleiben
daher oxydierbar. Sie lassen sich auf diese Weise von den Glykolen und Amino-
alkoholen trennen. Behandelt man die acetylierten Schnitte mit 0,1 n Kalilauge (B),
so werden die veresterten Glykole verseift, wihrend die acetylierten Aminogruppen
stabil sind und ibre Reaktionsfahigkeit nicht wieder erlangen. Auf diese Weise
gelingt eine Unterscheidung zwischen den PAS-positiven Glykolen und den PAS-
positiven Aminoalkoholen.

Das Verfahren der reversiblen Acetylierung haben wir genau nach den Angaben
von McManus und Cason durchgefiihrt. Tm Gegensatz zu LiLiie (2) und in Uber-
einstimmung mit den Angaben von McManvUs und CasoN haben wir die PAS-
positiven Glykole stets durch eine Acetylierung von 45 min Dauer blockieren
konnen.

Durchfiihrung der reversiblen Acetylierung. (A) Die Schnitte werden in Wasser
gebracht und bei Zimmertemperatur fir 45 min in eine Essigsdureanhydrid-Pyridin-
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losung gestellt (13 ml Essigsdureanhydrid -+ 20 ml Pyridin). Anschliefilend in
Wasser spiilen. Dann PAS-Reaktion,

(B.) Zunichst Acetylierung in der Essigsiureanhydrid-Pyridinlosung wie
unter (A.) Schnitte in Wasser spiilen. Dann werden die Schnitte fiir 45 min bei
Zimmertemperatur in 0,1 n Kalilauge gebracht. AnschlieBend in Wasser spiilen
und PAS-Reaktion.

4. Die Messung der Basophilie beruht auf einer bei verschiedenem py vorge-
nommenen Prifung der Bindefdhigkeit einzelner Gewebselemente fir basische
Farbstoffe [PiscHINGER (1), (2)]. Die Schnitte werden dabel in gepufferte Me-
thylenblaulosungen gebracht, die alle die gleiche Farbstoffkonzentration und
Tonenstérke besitzen und sich nur durch ihre Wasserstoffionenkonzentration unter-
scheiden. Als Maf fiir die Basophilie wird diejenige Wasserstoffionenkonzentration
angesehen, bei der die sichtbare Bindefihigkeit fir Methylenblau erlischt
[PrarsE (1), (2)].

Den Angaben von DEmpsEY und Mitarbeitern, sowie PEARSE (1), (2) entspre-
chend haben wir 5 - 107* m-Methylenblaultsungen beniitzt, die mit Glykokoll- bzw.
Acetat- oder Phosphatpuffer auf das jeweilige py eingestellt worden waren. Die
gepufferten Farbstofflésungen hatten eine Ionenstirke von 0,01. Die Schnitte
wurden fiir 24 Std bei 25 4- 1° C in diese Methylenblauldsungen gebracht.

Anschliefend wurden die Schnitte schnell entwéssert und in Canadabalsam
eingeschlossen.

Eine Besprechung der Leistungsfihigkeit und der Fehlermoglichkeiten dieses
Verfahrens befindet sich an anderer Stelle [GEpIGK (1)].

4. Die Priifung der Bisenbindung des Gewebes (HALE) beruht auf der Behandlung
der Schnitte mit einer sauren Lésung von kolloidalem, dialysiertem Eisen. Das
Eisen wird vornehmlich von den Sulfat- und Carboxylgruppen der sauren Muco-
polysaccharide gebunden und dann mit der Berliner Blaureaktion im Schnitt nach-
gewiesen. Wir haben uns im wesentlichen an die Arbeitsvorschrift von RiNEHART
und ABUL-Has gehalten: 1. Schnitte entparaffinieren und in 70%igen Alkohol
bringen. 2. 3%ige Essigsdurelosung (I min). 3. Fir 30 min in die Eisenlsung
bringen (4 Teile kolloidale Eisenlosung auf einen Teil Eisessig). 4. Mehrfaches
Waschen in Wasser, bis die Schnitte farblos sind. 5. Berliner Blaureaktion. 6. Auf-
steigende Alkoholreihe, Canadabalsam.

Herstellung der kolloidalen Eisenlésung: 275 g granuliertes Ferrichlorid werden
in einem Liter Wasser geldst. Zugabe von 400 ml Glycerin und 100 ml 28 %igem
Ammonjak. Das sich bildende Prizipitat wird durch Umriihren gelost. Dann
weitere Zugabe von je 50, 30, 20 und 20 ml Ammoniak. Dazwischen wird bis zur
vollsténdigen Losung des Prazipitates jeweils 10—15 min umgeriibrt. Die Losung
ist dann klar, dunkelrotbraun. Dann Einbringen der Eisenlésung in einen naht-
losen Cellophanschlauch und Dialysieren gegen das 3—4fache Volumen destillierten
Wassers. Die AuBenfliissigkeit wird im Laufe von 3 Tagen etwa 10mal gewechselt.
Wihrend des Dialysierens nimmt das Volumen der Eisenlésung um das 3fache zu.
Daher darf der Dialysierschlauch nur bis zu 30% seines Fassungsvermdgens gefiillt
werden. Die dialysierte Eisenlgsung ist iiber Monate gut haltbar.

6. Histoenzymatische Analyse mit Hyalwronidase. Bei der histochemischen
Anwendung von Hyaluronidasen sollen die mesenchymalen, sauren Mucopoly-
saccharide aus dem Schuitt entfernt und somit im indirekten Verfahren nach-
gewiesen werden [Laves (1), (2)]. Die Wirksamkeit der Hyaluronidasen ist auf
saure Polysaccharide mesenchymaler Herkunft beschrinkt. Die epithelialen Muco-
polysaccharide werden nicht angegriffen. Uber die Anwendungsmioglichkeiten
dieses Verfahrens ist gleichfalls an anderer Stelle berichtet worden [(GEpick (1)].

Virchows Archiv. Bd. 824. 25
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Wir haben bei unseren Experimenten 0,2%ige Hyaluronidaselésungen! ver-
wandt, denen zu 0,9% Kochsalz hinzugesetzt worden war. Dag pg der Ferment-
16sung betrug 5,8. Die Schnitte wurden 24 Std bei 87% 4- 19 C bebriitet.

Bei jedem Versuch wurde die Aktivitit der Hyaluronidase gepriift: Wir haben
die Hyaluronidase bei allen Experimenten gleichuzeitig auf Trachealknorpel ein-
wirken lassen und die Abnahme der Bagophilie der Knorpelgrundsubstanz als Maf3
fiir die Fermentaktivitat angesehen. Ferner haben wir Schnitte des Untersuchungs-
materials gleichzeitiz 24 Std mit einer hyaluronidasefreien Kochsalzlosung be-
briitet, um die Maglichkeit einer unspezifischen Wirkung der Fermentlosung aus-
zuschalten.

7. Histochemische Analyse mit Diastase. Bei der Behandlung der Schunitte mit
Diastase soll das Glykogen aus dem Schnitt entfernt und somit von anderen Poly-
sacchariden abgegrenzt werden. Wir haben uns bei unseren Versuchen im wesent-
lichen nach den Angaben von Lirie und GrEco gerichtet: Die Schnitte wurden
1 5td bei 37 4 1° C mit einer 1%igen Diastaselosung bebriitet, der wir zu 0,8%
Kochsalz hinzugesetzt hatten und die mit 0,1 m Phosphatpuffer auf pg 6,8 ein-
gestellt worden war.

8. Darstellung der Lipide mit Sudanschwarz B nach Lisox. Die Schnitte werden
30 min mit einer gesittigten Sudanschwarz B-Losung in 70 %igem Alkohol gefirbt.
Kernfarbung mit Kernechirot.

9. Perameisensiure-Leukofuchsinrealktion. Dieses Verfahren beruht auf der
Oxydation von Athylenverbindungen durch Perameisenséure und der anschliefien-
den Darstellung der hierbei gebildeten Aldehyde mit fuchsinschwefliger Séure
[Livrie (3)1.

Wir stimmen nicht mit der Auffassung von Lituiz iiberein, daB bei der Per-
ameisensiure-Schiffreaktion ausschlieBlich Athylenverbindungen dargestellt wer-
den und glauben, daB daneben auch in geringem Mafie noch andere Gruppen,
u. a. «-Glykole, zu Schiff-positiven Aldehyden oxydiert werden konnen. Zur
Ausschaltung dieser Nebenreaktion haben wir deshalb vor der Perameisensiure-
oxydation die Hydroxylgruppen im Schnitt acetyliert (vgl. Abschnitt 3) und
somit fir die Oxydation blockiert. Die Anwendungsmdglichkeiten der Per-
ameisensiure-Leukofuchsinreaktion sind gleichfalls an anderer Stelle diskutiert
worden [GEDPIGK (1)].

Wir haben das Verfahren im wesentlichen nach den Angaben von Liviie (3)
durchgefiihrt: 1. Schnitte entparaffinieren und in Wasser bringen. 2. Acetylieren
wie bei Abschnitt 3. 3. Perameisensiurelosung (90 min bei Zimmertemperatur).
4. FlieBendes Wasser (10 min). 5. Somirrsches Reagens (20 min). 6. 3mal in
0,5 %iger Natriumbisulfitlésung je 2 min waschen. 7. FlieBendes Wasser (10 min}.
8. Kernfarbung mit Coelestinblan-Hamalaun wie bei der PAS-Reaktion. — Eine
Farbung des Protoplasmas mit Pikringdure haben wir nicht durchgefiihrt, weil
hierdurch schwichere Perameisenséure-Leukofuchsinreaktionen verdeckt werden
konmen. , :

Herstellung der Perameisensiureldsung: Zu 8 ml 90 %iger Ameisenséiure werden
31 ml 30%iges Wasserstof{superoxyd und 0,22 ml konz. Schwefelsture hinzu-
gegeben. Da sich die Hauptmenge der Persiure erst nach 1'/, Std bildet, wird das
Reagens 30 min vor Gebrauch angesetzt. Es mufl ferner fiir jeden Versuch neu
hergestellt werden.

10. Enteisenen der Schuitte. Zur Entfernung des Eisens aus dem
Hiamosiderin haben wir die Schnitte 1'/, Std bei Zimmertemperatur mit

- 1 Wir haben bei unseren Versuchen Testeshyaluronidase benutzt, die uns von
der’' Schering A.G., Berlin, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt worden ist.



Zur Histochemie des Hamosiderins. 377

20%iger Salzsdure behandelt. Nach dieser Zeit lief sich im Schnitt
mit der Berliner Blau- oder Turnbullblaureaktion kein Eisen mehr nach-
weisen, wahrend das Gewebe noch gut erhalten war. Versuche, mit
schwicheren Salzsiurekonzentrationen das Hisen aus dem Gewebe zu
entfernen, haben sich nicht bewdhrt. Die dann erforderliche Verlinge-
rung der Salzsiureeinwirkung fithrt leicht zur Zerstérung des Gewebes,
das dann fiir die weitere histochemische Untersuchung unbrauchbar ist.
Auch der Zusatz von Athanol zu der Salzsiure ist nicht zweckmaBig.
Das Eisen 1Bt sich mit einer Salzsiure-Athanolmischung zwar erheblich
schneller und mit geringeren Salzsiurekonzentrationen entfernen. Das
Gewebe wird hierbei jedoch stirker angegriffen als bei der Verwendung
von alkoholfreier Salzsiure.

Die Salzsiureeinwirkung auf das Gewebe ist in jedem Falle ein
schwerer Eingriff, der eine Reihe von histochemischen Verdnderungen
zur Folge hat und daher unter Umstédnden zu Fehlschliissen fithren
konnte. Es muBte daher die Frage geklart werden, wieweit diese Ver-
anderungen die Ergebnisse der iibrigen Untersuchungsmethoden beein-
flussen, und ob womdglich in den hédmosiderintragenden Zellen oder in
dem Pigment selbst irrefiihrende Kunstprodukte entstehen.

Zun#chst haben wir festgestellt, dafi die Zellkerne nach der Salzsiure-
einwirkung eine deutliche Realktion mit dem ScHIFFschen Reagenz geben,
wie es der Feulgenreaktion entsprechend zu erwarten war. Das Proto-
plasma der Mesenchym- und der Epithelzellen sowie die Intercellular-
substanzen sind nach der Salzsdurebehandlung jedoch nicht Schiff-
positiv. Auch in dem Himosiderinpigment entstehen durch die Salz-
siureeinwirkung keine freien Aldehyde.

Zweitens mulite der Frage nachgegangen werden, ob sich das Ver-
halten der einzelnen Gewebselemente bei der PAS-Reaktion dndert. Wir
haben hierbei zum Vergleich die Reaktionsweise der Knorpelgrund-
substanz, des epithelialen Schleims, des Protoplasmas in verschiedenen
Mesenchym- und Epithelzellen, sowie der kollagenen Fasern gepriift und
in keinem Fall eine wesentliche Anderung in der Farbbarkeit mit der
Perjodsgure-Leukofuchsintechnik gefunden. Das Verhalten des Hamo-
siderinpigmentes soll spéter besprochen werden.

Der geringe Einfluf} der Salzsiure auf die Gewebsstrukturen und auf
ihre Reaktionsweise mit Perjodsdure-Leukofuchsin darf jedoch nicht
dariiber hinwegtduschen, dall eine Reihe von Eigenschaften der Zell-
elemente, wie z. B. ihre isoelektrischen Punkte, durch die Salzsiure-
einwirkung erheblich gedndert werden. Es mufl mit Sicherheit an-
genommen werden, dal einzelne Peptid- und Glykosidbindungen
aufgespalten und auch an den Polysacchariden Hexosebausteine und
Schwefelsiuregruppen abgespalten werden.

25%
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Um einen MaBstab fir den KinfluB der Salzsiureeinwirkung auf die
Basophilie der Gewebselemente zu erhalten, haben wir bei verschiedenem
py die Methylenblaubindefdhigkeit der Kmnorpelgrundsubstanz, des
epithelialen Schleims, sowie verschiedener Epithelzellen vor und nach der
Salzsdurebehandlung der Schnitte gepriift.

Dabei haben wir festgestellt, dafl die Methylenblaubindefdhigkeit des
Schleimes nach 1'/,stiindiger Einwirkung von 20%iger Salzsiure bei
Py 3,3 erlischt, wihrend sie im unbehandelten Schnitt selbst bei py 2,8
noch deutlich nachweisbar ist. Die Knorpelgrundsubstanz bindet auch
nach Salzsdurebehandlung noch bei py 2,8 reichlich Methylenblau. Im
Vergleich zum unbehandelten Schnitt ist die Farbstoffbindung in dem
sauren Bereich jedoch deutlich abgeschwécht.

Die Methylenblaubindeféhigkeit der Kerne und des Protoplasmas
der Nierenepithelien und der Leberzellen ist im unbehandelten Schnitt
bis py 2,8 bzw. 3,8 nachweisbar. Demgegeniiber erlischt sie nach Salz-
siurebehandlung bereits zwischen py 5,0 und 6,0.

Aus diesen Versuchen mufl der Schiufl gezogen werden, dal} die iso-
elektrischen Punkte der Mucopolysaccharid-Eiweikomplexe und der
Nucleoproteide durch die Salzsdurebehandiung in alkalischer Richtung
verschoben werden. Von besonderer Bedeutung erscheint uns die Be-
obachtung, dafi die Mucopolysaccharide bei der Einwirkung der Salz-
sgure weit weniger angegriffen werden als die Nucleinsduren des Kernes
und des Protoplasmas.

Bei allen Untersuchungen am eisenfreien Hamosiderin haben wir uns stets
durch Kontrollschnitte davon iiberzeugt, daB bei der Salzsiureeinwirkung das
Eisen vollstindig aus dem Gewebe entfernt worden ist.

Untersuchungsergebmnisse.
L

Unsere Untersuchungen zielten zunéchst darauf ab, die Reaktion des
unbehandelten, d. h. noch eisenhaltigen Hdmosiderins festzulegen, wo-
bei sich gewisse Unterschiede zwischen dem in Mesenchymzellen und dem
in Epithelzellen, z. B. in den Leberzellen, gelegenen Himosiderin ergaben.

Wie bereits HampeRL (3) hervorgehoben hatte, geben die hémosiderin-
haltigen Mesenchymzellen nach der Behandlung mit Perjodsdure eine
deutliche Schiff-Beaktion. An dem Pigment selbst wird die bei der PAS.
Reaktion erzeugte Rotisrbung vielfach durch die braune Eigenfarbe des
Eisens iiberdeckt. Haufig 148t es sich tiberhaupt nicht mit Sicherheit
entscheiden, ob die Eisenschollen und Kornchen mit der PAS-Methode
angeféirbt werden.

Wir haben dann die hémosiderintragenden Mesenchymzellen der
reversiblen Acetylierung nach McMaANUs und CasoN unterworfen. Dabei
verschwindet die PAS-Reaktion des Pigmentes und des benachbarten
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Protoplasmas nach der Behandlung mit Essigsdureanhydrid véllig und
tritt nach der Verseifung mit verdinnter Kalilauge wieder unverdndert
in Erscheinung.

Die Priifung der Basophilie lieBl sich an dem eisenhaltigen Pigment
nicht durchfiihren, da die braune Eigenfarbe des Pigmentes die Methylen-
blaubindung tberdeckte und vor allem bei niedrigem pyg nicht deutlich
erkennen lieB3.

Die Hamosiderinschollen lassen sich ferner héufig mit Toluidinblau an-
farben. Wegen der Eigenfarbe des Pigmentes konnten wir jedoch nicht
feststellen, ob dieser Thiazinfarbstoff ortho- oder metachromatisch ge-
bunden wird.

Bei der Bebriittung mit Hyaluronidase und Diastase haben wir keine
Veranderung der cytologischen und cytochemischen Eigenschaften des
eisenhaltigen Pigmentes beobachtet.

Die in den Mesenchymzellen liegenden Himosiderinschollen lassen
sich ferner deutlich mit Sudanschwarz B anfirben. Der Ausfall der
Perameisensiure-Leukofuchsinreakiion lief sich an dem eisenhaltigen
Héamosiderin wegen der Higenfarbe des Pigmentes nicht beurteilen. Das
unbehandelte Pigment besitzt keine Autofluorescenz. Dieser Befund
darf nicht iiberraschen, denn wir wissen, dafl Eisen als Schwermetall die
Fluorescenz ausloscht.

Im Gegensatz zu dem mesenchymalen Hamosiderin ist das in Leber-
zellen liegende Pigment PAS-negativ. Auch das die Hamosiderinkorn.-
chen umgebende Protoplasma 148t sich mit der Perjodsidure-Leukofuch-
sintechnik nicht verstirkt anfdrben. Die Farbbarkeit des epithelialen
Himosiderins mit Sudanschwarz B war — im Gegensatz zum mesenchy-
malen — nicht eindeutig zu beurteilen.

II.

Als néchster Schritt war das Substrat zu untersuchen, das nach Ent-
fernung des Hisens aus dem Héamosiderin als ungefdrbter Restkirper baw.
als Trigersubstanz zurickbleibt. Erleichternd ist es fiir diese Unter-
suchungen, dafl dabei die sonst stérende Eigenfarbe des Pigmentes weg-
fallt. Andererseits sind aber durch die vorangegangene Behandlung mit
20 %iger Salzsiure Verdinderungen hervorgerufen, die man bei der Be-
wertung der Ergebnisse in Rechnung stellen muB.

Der in den Mesenchymazellen liegende eisenfreie Restkérper des Pig-
mentes 1886 sich mit der Perjodsiiure-Leukofuchsinreaktion leuchtend rot
anfirben. Die PAS-positiven Substanzen treten in diesen Zellen als
Schollen und Koérnchen in Erscheinung und zwar vornehmlich an den-
jenigen Stellen, an denen zuvor Pigmentschollen gelegen haben (Abb. 1
und 2). Auffallend ist der Befund, daB auch in den Epithelzellen (Leber-
zellen) der eisenfreie Restkérper des Himosiderins im Gegensatz zu dem
unbehandelten Pigment eine deutliche PAS-Reaktion gibt. Wie aus den

Virchows Archiv. Bd. 324. 25a
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Abb. 3 und 4 hervorgeht, liegen die PAS-positiven Kérnchen auch in
den Epithelzellen genau an den Stellen, an denen urspriinglich Pigment-

Abb. 1. Himosiderinkérner und -schollen in den Mesenchymzellen eines periportalen Feldes.
Himosiderotische Lebercirrhose. Kernfirbung mit Himatoxylin, Vergriéferung: 1145 x.

h

Abb. 2. Die gleichen Zellen wie in Abb. 1 nach Entfernung des Kisens mit Salzséure und
anschlieBender Perjodsdure-Leukofuchsinreaktion. Stark PAS-positive Xérner und Schollen
in gleicher Verteilung wie die Eisenablagerungen in Abb. 1.

kérnchen vorhanden waren. Die PAS-positiven Restkérper des Pig-
mentes lielen sich sowohl in den Mesenchym- als auch in den Epithel-
zellen reversibel acetylieren.
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Abb. 3. Hamosiderinkérner in Leberzellen. Hamosiderotische Lebercirrhose. Kernfarbung
mit Hamatoxylin. VergréBerung: 1425 x.

Abb. 4. Die gleichen Zellen wie in Abb. 3 nach Entfernung des Eitens mit Salzsiure und
anschliefender Perjodséure-Leukofuchsinreaktion. PAS-positive Korner in gleicher
Verteilung wie die Eisenablagerungen in Abb. 3.

Die Messung der Basophilie nach P1scHINGER (1), (2) und PEARSE (1), (2)
ergab bei dem eisenfreien mesenchymalen und epithelialen Pigment noch
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Abb. 5. Hamosiderinkdrner und -schollen in den
Mesenchymzellen eines periportalen Feldes. Hamo-
siderotische Lebercirrhose. Kernfirbung mit
Hamatoxylin. Vergroferung: 1145 x.

Abb. 6. Die gleichen Zellen wie in Abb. 5 nach Ent-
fernung des Eisens mit Salzsdure und anschlieBender
Behandlung des Schnittes mit kolloidalem Eisen.
Berliner Blaureaktion. Der ejgsenfreie Restkoérper
des Hiamosiderins hat sich erneut mit Eisen beladen.

eine  Methylenblaubindefa-
higkeit bei pg 3,6—4,0 (For-
malinfixierung), bzw. bei py
4,6—4.,8 (Alkoholfixierung).
Wir haben bereits darauf hin-
gewiesen, daB die Messung
der Basophilie an dem
mit Salzsiure behandelten
Schnitt keine sichere Aus-
sage liber die Lage des iso-
elektrischen Punktes der Ge-
webselemente erlaubt. Wir
durfen aus der Methylen-
blaubindefdhigkeit in diesem
niedrigen py-Bereich nur auf
die saure FEigenschaft des
eisenfreien Restkorpers des
Pigmentes schliefien.

Das eisenfreie mesenchy-
male und epitheliale Himo-
siderin bindet Toluidinblaw.
Es ist uns jedoch mnicht
gelungen, die eisenfreien
Restkorper mit diesem Thia-
zinfarbstoff metachromatisch
anzufirben.

Bei Einwirkung von
Testeshyaluronidase auf das
eisenfreie Pigment nimmt
die Methylenblaubindefihig-
keit des Restkorpers des
mesenchymalen Hémoside-
rins etwas ab, die Anfarb-
barkeit mit Methylenblau
erlischt bereits bei pgy 4.8
{Formalinfixierung).

Die Bebrittung der
Schnitte mit Digstase andert
die PAS-Reaktion des me-
senchymalen wund epithe-
lialen Himosiderins nicht.

Behandelt man himosiderinhaltige Gewebsschnitte, aus denen das
Eisen mit Salzséure entfernt worden war, mit kolloidalen Eisenlosungen,
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so zeigt es sich, dafl der eisenfreie Restkrper des Pigmentes sowohl in
denn Mesenchym- als auch in den Epithelzellen eine ausgesprochene

Abb. 7. Hiimosiderinkﬁrner in Leberzellen. Hémosiderotigche Lebercirrhose. Kernfarbung
mit Hamatoxylin. VergréBerung: 1425 x.

Abb. 8. Die gleichen Zellen wie in Abb. 7 nach Entfernung des Eisens mit Salzsdure und
anschlieBender erneuter Beladung des eisenfreien Restkorpers des Pigmentes mit Eisen.
Berliner Blaurcaktion. Eisenablagerung in anndhernd gleicher Anordnung wie in Abb. 7.

Affinitdt fur Eisen besitzt: Er lift sich erneut mit Hisen beladen, wie aus
den Abb. 5—8 hervorgeht.
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Das eisenfreie mesenchymale Pigment 146t gich — ebenso wie das
eisenhaltige — deutlich mit Sudanschwarz anfirben (Abb. 9). Der eisen-
freie Restkorper zeigt jedoch nur eine sehr schwache Perameisensiure-
Leukofuchsinreaktion.

Wir haben ferner die Beobachtung von HawmprrL (1) bestitigen
konnen, daBl das mesenchymale Pigment nach der Entfernung des Eisens
eine schwache gelbbraune Eigenfluorescenz besitzt.

Die eisenfreien Mesenchymzellen enthalten fluorescierende Schollen
und Kornchen, die in ihrer Form und Lage den urspriinglich in diesen

-y

Abb. 9. Himosiderintragende Mesenchymzellen in einem periportalen Feld bei himosidero-

tischer Lebercirrhose. Entfernung des Eisens mit Salzséure und anschliefende Farbung

mit Sudanschwarz B. Der eisenfreie Restkorper des Hamosiderins ist schwarz gefiirbt.
VergroBerung: 360 x.

Zellen vorhandenen KEisenablagerungen entsprechen. Die gelbbraune
Eigenfluorescenz des eisenfreien Restkorpers dhnelt in ihrer Farbqualitit
der Fluorescenz des Ceroids. Sie ist jedoch erheblich schwicher.

Eine weitere Ubereinstimmung in dem Verhalten der beiden Pigmente
besteht darin, daf die Lipidkomponenten nicht mit Fettlosungsmitteln
aus dem Schnitt extrahiert werden koénnen. Auch nach 48stiindigem.-
Kochen der Schnitte in einer Chloroform-Methanolmischung im Riick-
fluB war der eisenfreie Restkorper der Hémosiderins, ebenso wie das
Ceroid, noch mit Sudanschwarz anfdrbbar. Beide Pigmente zeigten nach
der Behandlung mit siedenden Fettlosungsmitteln unverindert ihre
Eigenfluorescenz.

Das unbehandelte und das eisenfreie mesenchymale Hémosiderin
kénnen ferner, genau wie das Ceroid, mit Carbolfuchsin nach ZIEHL-
NerELsEN dargestellt werden. Bei der Bindegewebsfirbung mit dem
Azangemisch und der Trichromfdrbung mit Anilinblau nach Massox
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wird der eisenfreie Restkorper des Hamosiderins ebenso wie das Ceroid
schmutzig blauviolett gefirbt.

Das eisenfreie epitheliale Pigment 143t sich zwar gleichfalls mit Sudan-
schwarz und Carbolfuchsin firben, es besitzt jedoch keine Eigenfluores-
cenz. Der Ausfall der Perameisensiure-Leukofuchsinreaktion und der
Bindegewebsfirbung nach MassoN war nicht eindeutig zu beurteilen.

Abb. 10. ,,Herzfehlerzellen* in einer Stauungslunge. Entfernung des Eisens mit Salzséure.
Perjodsaure-Leukofuchsinreaktion. Der eisenfreie Restkorper des Pigmentes ist leuchtend
rot gefdrbt. VergréBerung: 80 x.

Abb. 11. Hamosiderintragende Zellen am Rande einer dlteren Hirnblutung. Kntfernung
des Eisens mit Salzsédure. Perjodsaure-Leukofuchsinreaktion. Der eisenfreie Restkérper
des Pigmentes ist leuchtend rot gefarbt. VergréBerung: 30 x.

Das Ergebnis unserer histochemischen Untersuchungen an dem eisen-
haltigen und dem eisenfreien Hamosiderin ist in der folgenden Tabelle 1
zusammengestellt . /’

Das Hémosiderinpigment in den Mesenchymzellen der verschieden-
sten Organe (Leber, Milz, Knochenmark) und im hdmosiderotischen
Granulationsgewebe zeigt die gleichen histochemischen Eigenschaften.
Ebenso verhilt sich das Hamosiderin in den pigmentbildenden Zellen am
Rande eimer Hirnblutung und in den Herzfehlerzellen der Stauungs-
lunge (Abb. 10 und 11).
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Tabelle 1.
. Hamosiderin ﬂamosiderin
Histochemische Reaktion in Mesenchymzellen in Leberzellen
eisenhaltig eisenfrei %ﬁﬁ?é eisenfrei
' |
PAS . . ... ... L. 4+ ) + 44 — +
PAS nach Diastase. . . . . . . ++ + — ] +
PAS nach Acetylierung . . . . . — — — —
PAS nach Acetylierung und Ver- ! ‘
seifung . . ... L. L L, ++ 0 ++ — ) +
Schiffreaktion . . . . . . . . . — — — —
Methylenblaubindung bis py (For-
malinfixierung). . . .. . . . 7 3,6—4,0 7 ﬁ 3,6-—4.0
Methylenblaubindung bis py nach ;
Hyaluronidase . . . . . . . . ? 4,8
Eisenbindung (HaLs) . . . . . . ++ .
Sudanschwarz B . . . . . . . . + ‘ + (+) +
Perameisensiaure-Schiff-Reaktion . ? (+) ? (~)
Autofluorescenz . . . . . . . . — ‘ + — | —
Farbung mit Karbol-Fuchsin nach j ‘
ZyERr-NEELSEN . . . . . . . ++ ; ++ ? +
Bindegewebsfarbung nach Massox | schmutzig | schmutzig 2 k ?
braun- | blau-
violett violett i
Sudanschwarz nach Xochen: mit |
Chloroform/Metbhanol . . . . . + : -+ (+y | +
Autofluorescenz nach Kochen mit i
Chloroform/Methanol . . . . . — { + — —
gek. Tetrazoniumreaktion . . . . ? } + 7 +
Besprechung.

I. Bei den ilteren Untersuchungen zur histochemischen Charakteri-
sierung des Himosiderins ist die Aufmerksamkeit vornehmlich auf das
Eisen gerichtet worden. Demgegeniiber ist die Frage unbeantwortet
geblieben, welche anderen Substanzen sich neben dem EHisen am Aufbau
des Pigmentes beteiligen. Auf Grund unserer Befunde kénnen wir zu
diesem Problem wie folgt Stellung nehmen:

1. In den himosiderinhaltigen Zellen und im H#mosiderinpigment
selbst sind PAS-positive Substanzen nachzuweisen. Das Ergebnis wei-
terer histochemischer Untersuchungen, wie der Nachweis der reversiblen
Acetylierung und der Resistenz gegen Diastase, sowie der Befund, daf§ der
sehr starken PAS-Reaktion nur eine schwache Sudanophilie gegeniiber-
steht, legen den Schluf nahe, daf es sich bei diesen PAS-positiven Stoffen
um Mucopolysaccharide oder Glykoproteide handelt.

Wegen der Basophilie des eisenfreien Restkorpers und der Angreif-
barkeit der Tragersubstanz durch Hyaluronidase vermuten wir, dafl es
sich bei dieser Kohlenhydratkomponente um eine saures Mucopoly-
saccharid handelt.



Zur Histochemie des Himosiderins, 387

Das Fehlen der metachromatischen Féarbbarkeit des eisenfreien Rest-
kérpers des Hédmosiderins spricht nicht gegen die Annahme, daBl der
PAR-positiven Komponente des Pigmentes ein hochmolekularer Schwefel-
siureester, also ein mit Schwefelsiure verestertes, saures Mucopoly-
saccharid zugrunde liegb. Das Ausbleiben der metachromatischen Férb-
barkeit der eisenfreien Trigersubstanz kénnte durchaus eine Folge der
Salzsiureeinwirkung sein, bei der eventuell vorhandene, als Ester ge-
bundene Schwefelsiuregruppen aus den Mucopolysaccharidmolekeln
abgespalten worden sind.

Gegen die Auffassung, dafi es sich bei dem Polysaccharidbaustein des
Pigmentes um ein saures Mucopolysaccharid handelt, kénnte schliefilich
ins Feld gefithrt werden, daf3 die Basophilie des eisenfreien Restkorpers
des Hamosiderins moglicherweise an die Lipide und nicht an die Poly-
saccharide gebunden ist. In diesem Fall wire die PAS-Reaktion des
Himosiderins auf ein neutrales Polysaccharid, d. h. auf ein Muco- oder
Glykoproteid, die Basophilie jedoch auf ein saures Lipid zuriickzufithren.
Da aber der ausgeprigten Basophilie der organischen Trigersubstanz
nur eme relativ schwache Anfiarbbarkeit mit Sudanschwarz gegeniiber-
steht, halten wir die Annahme fir gerechtfertigt, dafl die saure Eigen-
schaft des eisenfreien Pigmentes an den Polysaccharidbaustein gebun-
den ist, und daB somit der PAS-positiven Komponente des Hamosiderins
ein saures Polysaccharid zugrunde liegt.

Eine eindeutige Klirung dieser Frage wird jedoch erst moglich sein,
wenn es gelungen ist, die Lipidkomponente des Hamosiderins aus dem
Schnitt zu entfernen und dann an der lipidfreien organischen Triger-
substanz des Pigmentes die Basophilie zu priifen.

2. Bereits vor 40 Jahren hat Hugrck (1) die Vermutung ausgespro-
chen, daBl im Hamosiderin noch eine Lipidkomponente vorhanden sei.
Diese Anmahme konnten wir bei unseren Untersuchungen jetzt besti-
tigen. Das epitheliale und das mesenchymale Pigment lassen sich deut-
lich mit Sudanschwarz anfarben (Abb.9). Die eisenfreien Restkorper
zeigen jedoch nur eine sehr schwache Perameisensidure-Leukofuchsin-
reaktion. Sie enthalten also offenbar sehr wenig ungesittigte Carbon-
séduren.

Die Lipidkomponente des mesenchymalen Hiamosiderins stimmt in
einer Reihe von Eigenschaften mit dem Ceroidpigment iiberein. Da auch
das Ceroid vornehmlich in der Nihe von Blutungen auftritt [HAMPERL (2)]
wird man an die Moglichkeit denken miissen, dafl es sich bei den Lipid-
komponenten des Himosiderins und des Ceroids um zwei nahe verwandte,
vielleicht sogar um die gleichen Stoffe handelt.

3. Mit Hilfe der gekuppelten Tetrazoniumreaktion (DANTELLI) waren
in dem eisenfreien Restkorper des Hamosiderins auch Proteine nachzu-
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weisen. Uber diese Beobachtungen soll in einer spiteren Mitteilung
gesondert berichtet werden.

TI. Unsere Untersuchungen haben schlieBlich in zwei Punkten Unier-
schiede zwischen dem in Mesenchymzellen liegenden Himosiderin und dem
Pigment in Leberzellen ergebén:

1. Diese Verschiedenheit betrifft zunichst die Polysaccharidbausteine.
Sie lassen sich im eisenhaltigen mesenchymalen Hémosiderin ohne
weiteres mit der Perjodsidure-Leukofuchsinreaktion darstellen, nicht da.-
gegen in dem unbehandelten epithelialen Pigment. Erst nach der Ent-
fernung des Eisens aus dem Schnitt geben beide Pigmenttypen in der
gleichen Weise eine deutliche PAS-Reaktion.

Aus diesen Befunden mufl wohl der Schlufl gezogen werden, daf} sich
die Mucopolysaccharide des mesenchymalen Pigmentes von denen des
epithelialen strukturell unterscheiden. Wir vermdgen jedoch mit unseren
Methoden nicht zu entscheiden, worin diese strukturelle Verschiedenheit
besteht. '

2. Das mesenchymale Pigment unterscheidet sich ferner durch seine
Lipidkomponente von dem Haémosiderin der Leberzellen. Es zeigt im
Gegensatz zu dem epithelialen Pigment nach Entfernung des Eisens eine
schwache Autofluorescenz.

I1T. Auf Grund unserer Untersuchungen vermdgen wir schiiefilich
zu der Frage Stellung zu nehmen, ob sich das Hdmosiderin ausschlieflich
aus Stoffen zusammensetzt, die als Abbawprodukte der Erythrocyten anzu-
sehen sind, oder ob auch die himosideriniragenden Zellen ihrerseits Sub-
stanzen zum Aufbaw des Pigmentes liefern.

1. Es liegt auf der Hand, dafl die Polysaccharide von den ortsstén-
digen, himosiderintragenden Zellen gebildet werden und mnicht als
Abbauprodukte der Erythrocyten angesehen werden diirfen. Insbeson-
dere muf} auch die basophile Eigenschaft der Trigersubstanz des Hémo-
siderins, die — wie wir vermuten — an die Polysaccharidkomponente
gebunden ist, auf eine aktive Leistung der eisenverarbeitenden Zelle
zuriickgefithrt werden. Man muBl wohl annehmen, dafl das beim Blut-
zerfall freiwerdende Eisen zuniichst durch die sauren Gruppen der Zellen
gebunden: wird, und daf bei einem groBen Eisenangebot eine vermehrte
Bildung von basophilen Stoffen erfolgt. Das vermehrte Aunftreten dieser
sauren Substanzen wire also sozusagen als eine Reaktion der Zelle
auf die Anwesenheit des Eisens aufzufassen. Da es sich bei der hdmo-
siderotischen Fisenablagerung um Ferrioxyhydrat, also um einen basi-
schen Stoff, handelt, kénnte man die Neubildung basophiler Substanzen
(saurer Mucopolysaccharide) durch die hidmosiderintragenden Zellen
gewissermafien als den Versuch zu einer ,.intracelluliiren Neutralisierung*
des Ferrioxyhydrates ansehen.
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Die Moglichkeit einer chemischen Wechselwirkung zwischen der
Eisenkomponente des Hamosiderins auf der einen und den sauren Poly-
sacchariden auf der anderen Seite haben wir im tibrigen bei unseren
Experimenten zeigen kénnen. Der eisenfreie Restkorper des Pigmentes
besitzt eine ausgesprochene Affinitdt fiir Eisen und 146t sich — seinem
im sauren Bereich gelegenen isoelekirischen Punkt entsprechend —
ohne weiteres wieder mit Hisen beladen.

2. Die Frage nach der Herkunft der Proteine und Lipide 166t sich
nicht ohne weiteres beantworten. Wir kénnen vorerst nicht entscheiden,
ob diese Stoffe Abbauprodukte der Erythrocyten darstellen und zu-
sammen mit dem Eisen abgelagert werden, oder ob sie beim Blutzerfall
metabolisch in den Zellen entstehen.

Zusommenfassung.

1. Das Himosiderinpigment enthilt auBer der Eisenkomponente
Polysaccharide, Proteine und Lipide, die sich mit histochemischen Metho-
den im histologischen Schnitt darstellen lassen.

Nach Entfernung des Eisens mit Salzsdure zeigt der organische Rest-
korper des Pigmentes eine deutliche Basophilie. Wir vermuten, daf die
saure Kigenschaft des eisenfreien Trigersubstanz an die Polysaccharid-
komponente gebunden ist, und nehmen daher an, daB es sich bei diesem
Kohlenhydrat um eine saures Mucopolysaccharid handels.

2. Der eisenfreie Restkorper des Hamosiderins besitzt auf Grund
seiner sauren Eigenschaft eine Affinitdt fiir Eisen. Er kann erneut mit
Eisen beladen werden.

3. Es wurden Unterschiede zwischen dem in Mesenchymzellen und
dem in Leberzellen abgelagerten Pigment gefunden.
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