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In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl im Hamo-
siderinpigment auler der Eisenkomponente eine organische Grund-
substanz vorhanden ist, in der sich mit histochemischen Methoden Poly-
saccharide, Lipide und Proteine nachweisen lassen. Nach Entfernung
des Eisens mit Salzsiure zeigt der organische Restkorper des Pigmentes
eine deutliche Basophilie und eine ausgesprochene Affinitdt fir Eisen:
Die eisenfreie Trigersubstanz des Hdmosiderins kann erneut wieder mit
Eisen beladen werden.

An Hand dieser Kenntnisse galt es nunmehr die formale Genese
dieses Pigmentes zu untersuchen.

Zunidchst war festzustellen, in welcher zeitlichen Reihenfolge die
organischen Bestandteile des Pigmentes in den Zellen auftreten.

Dann war zu kléren, ob die organischen Bausteine des Pigmentes als
Abbauprodukte der Erythrocyten oder anderer Blutbestandteile zu-
sammen mit dem Eisen von auBlen her an die Zelle herangebracht
werden, oder ob die organische Trigersubstanz ein Produkt der pigment-
tragenden Zelle darstellt.

Zur Klirung dieser Fragen haben wir bei Méusen subcutane Injek-
tionen von Eisenhydroxydlésungen und von Humanblut vorgenommen.
Unsere besondere Aufmerksamkeit hat hierbei der Verarbeitung der
Eisenhydroxydlosungen gegolten, die ja keine organischen Bestandteile
enthalten. Bei dieser Versuchsanordnung braucht sich das Gewebe also
nur mit dem Schwermetallhydroxyd auseinanderzusetzen, wihrend alle
organischen Substanzen von vornherein wegfallen, die bei dem Blut-
austritt in das Gewebe zusammen mit dem Eisen verarbeitet werden
miissen.

Methoden.
Tierversuche.

Wir haben bei unseren Versuchen 10 Wochen alte Inzuchtméiuse verwandt,
die eine Milch-Hafer-Brotdidt erhielten.

Diesen Tieren haben wir jeweils 0,1 ml einer Losung von kolloidalem Eisen-
hydroxyd am Riicken subcutan injiziert. Da die Injektionen stets unter sterilen

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung
dieser Arbeit.
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Bedingungen vorgenommen wurden, haben wir niemals eine akute entziindliche
Reaktion beobachtet.

Wir haben jeweils 2, 5, 7, 14, 56 und 84 Tage nach der Injektion die Tiere
getotet und dann die Riickenhaut iiber dem Perimysium der langen Riicken-
muskeln abprépariert. Die Injektionsstellen waren in allen Fallen mit dem bloBen
Auge als pfennigstiickgrofe, dunkelbraunrote Flecken gut zu erkennen. Die Eisen-
ablagerungen waren stets mit der Umgebung fest verbunden und lieflen sich nicht
mechanisch aus dem Gewebe entfernen.

Die entnommenen Hautstiicke haben wir bei allen Tieren in einer 10%igen
wilBrigen Formalinlésung fixiert und in der iblichen Weise in Paraffin eingebettet.

In weiteren Versuchen haben wir Mausen 0,1 ml menschliches Blut subcutan
injiziert, das durch Schlagen defibriniert worden war. Oxalsaure oder citronensaure
Salze haben wir nicht zur Gerinnungshemmung verwandt. Auch diese Tiere
wurden nach 2, 5, 7, 15, 28, 56 und 84 Tagen getétet. Die Injektionsstellen waren
bei diesen Experimenten vielfach nicht leicht zu finden. Nach 56 bzw. 84 Tagen
sah man im subcutanen Bindegewebe hiufig nur noch einen stecknadelkopfgroBfien,
schwach hellbraun gefarbten Fleck.

Herstellung der Eisenhydroxydlésungen.

In der ersten Versuchsreihe haben wir kolloidale Eisenhydroxydlésungen ver-
wandt, die wir nach der Vorschrift von RINEHART und ABUL-HAJ hergestellt haben.
Bei dem Ansetzen dieser Losung wird Glycerin benotigt, das allerdings bei dem
Ausdialysieren der fertigen Eisenhydroxydlésung fast vollig eliminiert wird und
daher bei der Beurteilung der Versuche nicht beriicksichtigt zu werden braucht.
Trotzdem haben wir bei drei weiteren Versuchsreihen mit einer Eisenhydroxyd-
losung gearbeitet, die ohne den Glycerinzusatz hergestellt worden war:

275 g granuliertes Ferrichlorid (FeCl; - 6H,0) werden in 1 Liter Wasser gelost
und mit 100 ml 28%igem Ammoniak versetzt. Das Précipitat wird durch Um-
rithren gelost. Dann weitere Zugabe von je 50, 30, 20 und 20 ml Ammoniak. Da-
zwischen wird bis zur vollstindigen Losung des Niederschlages jeweils 15 min
umgerithrt. Die klare dunkelbraune Losung wird anschliefend in einen Cellophan-
schlauch gebracht und gegen das 3—4fache Volumen Wasser dialysiert. Die AuBen-
fliissigkeit wird im Laufe von 3 Tagen 10mal gewechselt.

Beide kolloidale Eisenhydroxydlosungen sind von dem Gewebe in prinzipiell
gleicher Weise verarbeitet worden. Das Ergebnis der mit der Eisenhydroxydlosung
nach RiNEHART und ABUL-HaJs (Glycerinzusatz) durchgefiihrten Versuche unter-
schied sich weder in histologischer noch in histochemischer Hinsicht von dem
Resultat der Versuchsreihen, bei denen die injizierten Eisenhydroxydlésungen ohne
Glycerinzusatz hergestellt worden waren.

Histochemische Methoden.

I. Bnteisen der Schnifte. Bel der Extraktion des Eisens aus den
Schnitten sind wir genau so vorgegangen wie beiunseren fritheren Unter-
suchungen: Wir haben die Schnitte 11/, Std bei Zimmertemperatur mit
20%iger Salzsiure behandelt.

Demgegeniiber hat GOssNER bei seinen Versuchen zur histochemi-
schen Charakterisierung des Himosiderinpigmentes das Eisen mit
5 %iger Oxalsiure aus dem Gewebe entfernt. Da eine 5%ige Oxalsiure-
Iosung zweifellos ein milderes Mittel zur Losung des Eisenhydroxydes
darstellt als die von uns benutzte 20%ige Salzséure, scheint die Ver-
wendung dieser organischen Saure auf den ersten Blick mit erheblichen
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Vorteilen einherzugehen. Wir haben daher jetzt beide Extraktions-
verfahren gepriift. Aus folgenden Griinden glauben wir jedoch der Salz-
siureextraktion weiterhin den Vorzug geben zu miissen:

Das Eisenhydroxyd wird mit 20%iger Salzsdure sehr schnell und
zuverlissig entfernt. Wir haben es bei unseren zahlreichen Versuchen
an dem verschiedensten biologischen Material niemals gesehen, dafi bei
der Salzsdureextraktion Reste des Eisens zuriickbleiben. Demgegeniiber
bendtigt man fir die Entfernung des Eisens mit 5%iger Oxalsdure eine
lingere Extraktionszeit, die zudem in Abhingigkeit von der Art des
Materials gewissen Schwankungen unterworfen ist. In vielen Fillen ist
das Eisenhydroxyd bereits nach 21/,—3 Std vollstindig aus dem Gewebe
entfernt. Manchmal werden fiir die Eisenextraktion jedoch fast & Std
benotigt.

Ein weiterer Vorteil der Salzsdureextraktion liegt darin, dal es mit
dieser Mineralsdure nicht nur gelingt, Eisenhydroxyd, sondern auch fast
alle anderen Schwermetalloxyde und -salze aus dem Gewebe zu ent-
fernen. Man kann also bei der Untersuchung anderer Metallablagerungen
im Gewebe unter den gleichen Versuchsbedingungen arbeiten.

Von besonderer Bedeutung scheint uns die leichte Loslichkeit der
Erdalkalien, vor allem der Calciumsalze, in Salzsiure zu sein. Durch
die Untersuchungen von BEHRENS und ASHER wissen wir, daf im Héamo-
siderin neben dem Eisenoxyhydrat auch Calciumsalze vorkommen. Sie
werden bei der Salzsiurebehandlung der Schnitte zusammen mit dem
Eisen entfernt und beeintriichtigen daher nicht die Untersuchung des
organischen Restkérpers des Pigmentes. Bei der Oxalssiureextraktion
bleiben die Calciumsalze dagegen im Schnitt zuriick und konnen durch-
aus einige histochemische Eigenschaften der Trigersubstanz, wie z. B.
die Basophilie, beeinflussen oder verdecken.

Wir halten es daher fiir sehr wahrscheinlich, dal der Unterschied
zwischen einigen Befunden von GOssNER und uns auf dem unterschied-
lichen Eisenextraktionsverfahren beruht.

Wie wir bereits in unserer fritheren Mitteilung betont haben, werden
durch die Salzsiureeinwirkung auif das Gewebe — abgesehen von der
Extraktion der Ribonucleinsiuren, dem Auftreten einer positiven
Nuclealreaktion und der Abschwichung der Basophilie der sauren
Polysaccharide — keine tiefgreifenden histochemischen und histo-
logischen Verinderungen im Gewebe hervorgerufen. dJedenfalls ent-
stehen keine Kunstprodukte, die das Ergebnis der von uns angewandten
Untersuchungsmethoden beeintrichtigen. Diesen Befund konnten wir,
wie spiter gezeigt wird, bei unseren neuen Untersuchungen bestétigen.

Wir haben ferner festgestellt, daf3 fiir die morphologische und histo-
chemische Erhaltung des Gewebes die Dauer der Sdurebehandlung wich-



Zur formalen Genese der Eisenpigmente. 175

tliger ist als die Sdurekonzentration. Bei den Versuchen, das Eisen mit
verdiinnten Salzsiurelosungen zu extrahieren, kam es durch die dann
erforderliche Verlingerung der Sdureeinwirkung leicht zu einer Zer-
storung des Gewebes,

Zusammenfassend haben wir gefunden, daBl das Eisenhydroxyd mit
der Salzsdureextraktion schuneller und sicherer entfernt wird als durch
die Oxalsdurebehandlung der Schnitte. Die Salzséiure entfernt auBerdem
— im Qegensatz zur Oxalsdure — ohne weiteres andere Schwermetalle
und Calciumsalze. Da wir auflerdem nicht gesehen haben, dafl die Be-
bhandlung der Schnitte mit Salzsiure morphologische oder histochemi-
sche Verdnderungen zur Folge hat, welche die Untersuchungen des
Pigmentes beeintrichtigen, geben wir diesem Extraktionsverfahren den
Vorzug. In Anbetracht des schweren Eingriffes, den die Salzsiurebehand-
lung des Gewebes jedoch trotz dieser Beobachtungen darstellt, ist es
ein groBer Vorteil, daf mit der milderen Oxalsfiureextraktion noch ein
anderer Weg zur Entfernung des Eisens aus dem Schnitt zur Verfugung
steht, und dafl sich die vorliegenden Untersuchungsergebnisse somit
groftenteils tberpriifen und erhiirten lassen.

II. Histochemische Reaktionen zum Nachweis von Eiweifkorpern.

1. Tetrazoniumreaktion (Lisow, DaNieLL1) zum Nachweis aromatischer Amino-
séuren.

2. Benzoylierung der aromatischen Aminoséuren zur Unterdriickung der Tetra-
zoniumreaktion.

Eine ausfiibrliche Darstellung der Grundlagen und der Durchfithrung dieser
Eiweifireaktionen findet man bei PEaRrsz.

III. Histochemische Reaktionen zum Nachweis von Kohlenhydraten.

1. Perjodsiure-Leukofuchsinreaktion (PAS-Reaktion) (McMaxus, LILLIE,
Horcrxkiss) zur Darstellung von Polysacchariden.

2. Reversible Acetylierung (McManus und Cason) zur histochemischen Unter-
scheidung von PAS-positiven o-Glykolen, a-Aminoalkoholen und Athylengruppen.

3. Bebriitung der Schnitte mit Diastase zur Entfernung und Abgrenzung des
Glykogens.

4. Messung der Basophilie mit gepufferten Methylenblaulésungen (PiscHINGER),
Die pg-Werte wurden mit der Glaselektrode gemessen und abgerundet.

5. Farbung mit Alcianblaw (STEEDMAN, PEARSE) zur Darstellung von sauren
Mucopolysacchariden.

6. Priifung der Metachromasie mit Toluidinblau und Thionin.

7. Bebriitung der Schnitte mit Hyaluronidase zur Entfernung und Abgrenzung
der mesenchymalen sauren Mucopolysaccharide.

Die Grundlagen der Kohlenhydratreaktionen sind in einer anderen Arbeit
diskutiert worden (GEpiex). Genaue Angaben tiber die Durchfilhrung dieser
Methoden finden sich gleichfalls in einer fritheren Mitteilung (GEpIek und STRAUSS).

IV. Farbungen und histochemische Reaktionen zur Darstellung von Lipiden.
1. Fettfarbung mit Sudanschwarz (LISON).

2. Perameisensiure-Leukofuchsinreaktion (PEARSE, LiLLix) zur Darstellung von
Athylengruppen.
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Die Grundlagen dieser Reaktion sind an anderer Stelle diskutiert worden (GEDIGE).
Thre Durchfiihrung ist in einer fritheren Mitteilung angegeben worden (GEDIGK und
STRAUSS).

V. Weitere histochemische Methoden.

1. Die Darstellung des Fisens erfolgte mit der Berlinerblau- und der Turnbull-
blau-Reaktion (vgl. RovLer).

Die Lokalisation grobkoérniger Eisenablagerungen erfolgte — wie bei unseren
fritheren Untersuchungen — hdufig nur durch eine einfache Kernfirbung mit
Hamatoxylin.

2. Die Priifung der Hisenbindefihigkeit des Gewebes (HarE) wurde nach der
Methode von RinemHART und ABUL-HAJs vorgenommen.

3. Zur fluorescenzmikroskopischen Untersuchung wurden die Schnitte in Glycerin
eingeschlossen.

Untersuchungsergehnisse.

Unsere Untersuchungen zielten zunichst darauf ab, das Schicksal
des Hisenhydrozydes zu verfolgen, wenn es in einem mesenchymalen
Gewebe abgelagert wird.

Die histologischen und histochemischen Untersuchungen der Gewebe
haben folgende Befunde ergeben:

Nach 2 Tagen ist das subcutane Bindegewebe im Bereich der In-
jektionsstelle stark aufgelockert, die kollagenen Fasern sind auseinander-
gedringt. In den Saftspalten liegen zahlreiche kleinere und gréflere
Eisenhydroxydkornchen. Die ortsstdndigen Zellen des Injektionsgebietes
enthalten demgegeniiber nur ganz vereinzelt kleinste Kisenpartikel
(Abb. 1a).

Mit der Perjodséure-Leukofuchsinreaktion kénnen weder am eisen-
haltigen noch am eisenfreien Schnitt in nennenswertem Umfang PAS-
positive Substanzen nachgewiesen werden (Abb. 1b). Nach Entfernung
des Eisens mit Salzsiure zeigen die Mesenchymzellen keine Basophilie;
die Methylenblaubindefihigkeit erlischt bei py 5,2. Die Zellen zeigen keine
Affinitat fiir kolloidales Eisen (Abb. 2). Eine Anfirbung mit Sudan-
schwarz kann weder am eisenhaltigen noch am eisenfreien Schnitt erzielt
werden (Abb. 3). Bei der Tetrazoniumreaktion verhalten sich die Binde-
gewebszellen im Injektionsgebiet genau wie alle anderen Mesenchymzellen.
Thr Protoplasma wird tief dunkelrot gefarbt. Mit Benzoylchlorid lafBt
sich die Tetrazoniumreaktion ohne weiteres unterdriicken.

Bereits nach 7 Tagen hat im Injektionsgebiet eine erhebliche Ver-
mehrung der ortssténdigen Zellen eingesetzt, die Saftspalten haben sich
wieder etwas geschlossen. Dagegen ist es nicht zu einem ins Gewicht
fallenden Austritt von Leukocyten und Lymphocyten gekommen. Das
Eisenhydroxyd ist jetzt bereits vornehmlich in den Zellen in Form
kleiner Ko6rnchen und Schollen abgelagert. Extracellulsire Eisenhydro-
xydpartikel sind nur noch selten zu finden.
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Abb. lau. b. a Eisenhydroxydkdrnchen und -schollen im subcutanen Bindegewebe 2 Tage
nach der Injektion der Kisenldsung. Kernfarbung mit Himatoxylin, Vergr. 820mal.
b Der gleiche Schnitt wie in Abb. 1a nach Entfernung des Kisens mit Salzsiure und
anschlieBender Perjodssiure-Leukofuchsinreaktion. In den ortsstandigen Zellen Xkeine
PAS-positiven Substanzen. Vergr. 820mal.

Abb, 2, Abhb. 3.

Abb. 2. 2 Tage nach der Eiseninjektion. Nach der Entfernung des Eisens mit Salzséure
wurden die Schnitte in eine Lisung von kolloidalem Risen gebracht., AnschlieBend Berliner-
blau-Reaktion. Das Protoplasma der ortsstiindigen Zellen zeigt keine Eisenaffinitit.

Vergr. 820mal.
Abb. 3. 2 Tage nach der Eiseninjektion. Entfernung des Eisens mit Salzsiure und
anschlieBende Farbung mit Sudanschwarz. In den ortssténdigen Zellen keine sudanophilen
Substanzen nachweisbar. Vergr. 820mal.
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Abb. 4a u. b. 14 Tage nach der Injektion der Eisenlosung. Die Eisenhydroxydkérnchen

und -schollen sind jetzt groBtenteils intracellulir gelagert. Kernfarbung mit Hama-

toxylin. Vergr. 900mal. b Der gleiche Schnitt wie in Abb. 4 a nach Entfernung des Eisens

mit Salzsanre und anschlieBender Perjodsdure-Leukofuchginreaktion. Stark PAS-positive

Kérnchen und Schollen in gleicher Verteilung wie die Eisenablagerungen in Abb. 4a.
Vergr. 900mal.

Abb. 5. Abb. 6.
Abb. 5. 14 Tage nach der Eiseninjektion. Nach der Entfernung des Eisens mit Salzséure
wurden die Schnitte in eine Losung von kolloidalem Eisen gebracht. Anschliefend Berliner-
blau-Reaktion. Das Protoplasma der ortsstindigen Zellen lia8t sich stellenweise mit
Eisen beladen. Vergr. 820mal.
Abb. 6. 14 Tage nach der Eiseninjektion. Entfernung des Eisens mit Salzsdure und an-
schlieBende Farbung mit Sudanschwarz. Die ortssténdigen Zellen lassen sich schwach
mit Sudanschwarz anfarben. Vergr. 820mal.
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Abb.7au, b. a 56 Tage nach der Injektion der Eisenlésung. Das Hisenhydroxyd ist voll-
stindig von den Zellen aufgenommen worden. Kernfirbung mit Hématoxylin., Vergr.
820mal. b Dergleiche Schnitt wie in Abb. 7a nach der Entfernung des Eisens mit Salzsidure
und anschlieBender Perjodsiure-Leukofuchsinrealtion. In den ortssténdigen Zellen reich-
lich PAS-positive Xoérnchen und Schollen in gleicher Verteilung wie die Risenablagerungen
in Abb. 7a. Vergr. 820mal.

Abb. 8. Abb, 9,

Abb. 8. 56 Tage nach der Hiseninjektion. Nach der Entfernung des Eisens mit Salesidure
wurden die Schnitte in eine Lésung von kolloidalem Eisen gebracht. AnschlieBend Berliner-
blau-Reaktion. Das Protoplasma der ortsstindigen Zellen besitzt eine sehr aus-
gesprochene Eisenaffinitdt. Vergr. 820mal.

Abb. 9. 36 Tage nach der Eiseninjektion., Entfernung des Eisens mit Salzsiure und an-
schlieBende Fiarbung mit Sudanschwarz. Das Protoplasma der ortsstéindigen Zellen 148t
sich mit Sudanschwarz anfirben. Vergr. 820mal.
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Mit der Perjodsiure-Leukofuchsinreaktion 148t sich jetzt am eisen-
haltigen und am eisenfreien Schnitt in den Mesenchymzellen eine deut-
liche purpurrote Fiarbung erzielen. Nach Entfernung des Eisens treten
jedoch noch keine nennenswerte Basophilie (Methylenblaubindung bis
Pr 4,3) und Eisenaffinitit der Mesenchymzellen in Erscheinung. Auch
die Anfdrbbarkeit mit Sudanschwarz ist auBlerordentlich schwach.
Die Tetrazoniumreaktion des Protoplasmas ist unverdndert stark
positiv.

Nach 14 Tagen ist es an der Injektionsstelle zu einer weiteren Ver-
mehrung der Bindegewebszellen gekommen, deren Zelleib durch Eisen-
kornchen und -schollen aufgebldht ist (Abb. 4a). Die eisenverarbeiten-
den Zellen sind dicht nebeneinandergelagert, die Saftspalten sind nicht
mehr verbreitert.

Die PAS-Reaktion der eisentragenden Zellen hat sich sowohl am
eisenhaltigen als auch am eisenfreien Schnitt erheblich verstérkt (Abb.4b).
Die Priifung der Basophilie ergab jetzt in einem Teil der eisenverarbei-
tenden Mesenchymzellen noch eine Methylenblaubindung bei py 4,0.
Diese Zellen zeigen nunmehr auch eine geringe Affinitét fiir Eisen (Abb. 5).
In der gleichen Weise hat die Sudanophilie geringfiigig zugenommen
(Abb. 6). Bei der Tetrazoniumreaktion werden die Zellen weiterhin
stark angefirbt.

In der Folgezeit (nach 28, 56 und 84 Tagen) dndert sich das histo-
logische Bild an der Injektionsstelle nicht mehr wesentlich. Die Mes-
enchymzellen sind prall mit Eisenkérnchen und -schollen gefilit. Extra-
celluldre Fisenablagerungen sind nur noch auBerordentlich selten zu
finden (Abb. 7a).

Auch die PAS-Reaktion hat in den eisenverarbeitenden Zellen nicht
mehr wesentlich zugenommen (Abb. 7b). Dagegen tritt in diesen Zellen
die Basophilie im eisenfreien Schnitt noch deutlicher hervor. Nach
28 Tagenla Bt sich die Methylenblaubindefahigkeit bis py 3,8, nach 56 Tagen
bis pg 3,2 und nach 84 Tagen gleichfalls bis py 3,2 verfolgen. In der
gleichen Weise nimmt auch die Eisenaffinitdt der organischen Triger-
substanz weiter zu. Nach 56 Tagen ist die Eisenbindefdhigkeit der eisen-
freien Tréagersubstanz des Pigmentes fast mit der Eisenaffinitdt des
sauren Schleimes vergleichbar (Abb. 8).

Die Sudanophilie der eisenhaltigen und der eisenfreien Mesenchym-
zellen hat gleichfalls erheblich zugenommen (Abb. 9). Nach Entfernung

“des Eisens zeigen die Mesenchymzellen nunmehr auch eine deutliche
Autofluorescenz.

Die Anfirbbarkeit des Protoplasmas mit der Tetrazoniumreaktion
ist ebenso stark wie bei den nach 2,7 und 14 Tagen getdteten Tieren.

Wir haben bei diesen Versuchen —— genau wie bei den fritheren Ex-
perimenten — Testeshyaluronidase auf das eisenfreie Pigment einwirken
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lassen und wiederum gefunden, dafl die Basophilie der Trigersubstanz
sehr deutlich abnimmt. Die Grenze der Methylenblaubindeféhigkeit
wird von pg 3,2 auf pgy 4,8 verschoben.

Mit Alcianblau haben wir den organischen Restkérper des Pigmentes
nicht anférben konnen. Dagegen haben wir wiederum festgestellt, dafl
die eisenfreie Tréagersubstanz Toluidinblau bindet. Es gelingt jedoch
nicht, einen metachromatischen Farbumschlag zu erzielen.

Die PAS-positive Trager- _
substanz des Eisenpigmentes m K‘
laBt sich reversibel acety- -
lieren und wird durch die '
Bebriitung der Schnitte mit
Diastase nicht angegriffen.

14 Tage nach der Ver-
abfolgung des Eisenhydroxy-
des sind im Injektionsgebiet
erstmalig  Riesenzellen zu
finden, die sich entweder
an groBere Eisenhydroxyd-
schollen angelagert haben,
oder kleinere und griBere

s

Eisenpartikel phagocytiert ' T ;

}11{a:ben. Auc‘h in .dles.en - - = Pf. . gy
iesenzellen liegen reichlich 2%« © . oo T W

PAS-positive  Substanzen & b 4 *°% W «

von der gleichen histochemi- a N

schen Beschaffenheit wie die spp. 102 w. b, a Sehr groBe Eisenhydroxyd-

organische Restsubstanz des
Eisenpigmentes.

Bei allen Untersuchungen
sind wir auch der Frage
nachgegangen, ob die PAS-

schollen in Riesenzellen. Kernfarbung mit Hama-
toxylin, Vergr. 820mal. b Die gleichen Zellen wie
in Abb. 10a nach Entfernung des Eisens mit Salz-
séure und anschlieBender Perjodsdure-Leukofuchsin-
reaktion. An der Stelle der groBen Risenhydroxyd-
schollen findet man jetzt ein histochemisch indiffe-
rentes Protoplasma. Der die Eisenschollen um-
gebende Protoplasmasaum ist jedoch stark
angefarbt. Vergr. 8§20mal.

positiven Substanzen und
die Lipide genau an den
Stellen der Eisenhydroxydablagerung zu finden sind, so wie es beim Hi-
mosiderinpigment der Fall war. Zur Klirung dieser Frage haben wir wie
bei den fritheren Untersuchungen zunichst die eisenhaltigen Schnitte
photographiert. Dann wurden von den photographierten Schnitten die
Deckgléschen abgeldst, die Schnitte in Wasser gebracht, das Eisen aus
dem Gewebe entfernt und schlieBlich an den gleichen Schnitten die
PAS-Reaktion durchgefiithrt oder die Eisenbindefihigkeit gepriift. Der
Vergleich der Photographien der eisenhaltigen Schnitte ergab folgende
Befunde (vgl. Abb. 1a und b, 4a und b sowie 7a und b):
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Bei den kleinen und mittelgroBen Eisenkérnchen und -schollen treten
wiederum die PAS-Reaktion, die Basophilie, die Eisenaffinitit und die
Sudanophilie genau an der Stelle der urspriinglichen Eisenablagerung
auf. Die groBen Eisenhydroxydschollen hinterlassen dagegen nach ihrer
Herauslosung aus den Zellen hiufig keine PAS-positive, sudanophile
und basophile Trigersubstanz (Abb. 10a und b), sondern vielfach nur
ein histochemisch indifferentes Protoplasma. Gelegentlich bleiben an
Stelle der umfangreichen Eisenpartikel auch Liicken im Zelleib zuriick.

Diese groBen intracelluldren Eisenhydroxydablagerungen werden je-
doch stets von einem PAS-positiven Protoplasmasanm umgeben, der
die gleichen histochemischen Eigenschaften besitzt wie die organische
Trigersubstanz der kleinen Eisenpartikel.

Der die groleren Eisenablagerungen einschlieBende Protoplasma-
bezirk enthilt vielfach nur sebr wenig Eisenhydroxyd, so daB hier fast
alle histochemischen Reaktionen auch ohne vorherige Entfernung des
Eisens durchfithrbar sind. Auf diese Weise war es uns mdéglich, das
Ergebnis unserer histochemischen Untersuchungen in nativen, nicht mit
Salzsiure behandelten Schnitten zu prifen. Dabei haben wir erneut
festgestellt, dafl der Ausfall der histochemischen Eiweil-, Kohlenhydrat-
und Lipidreaktionen nicht durch die Salzsiurebehandlung des Gewebes
beeinftullt wird.

Die subcutane Injektion von defibriniertem Blut fuhrt — wie er-
wartet — zu einer sehr ausgeprigten Bildung von verschiedenen Pig-
menten., Wie bereits HUECK gezeigt hat, treten dabei nicht nur Himo-
siderinkérnchen, sondern auch Lipopigmente (Ceroid) und Héamatoidin-
kristalle auf. Unser Interesse galt bei diesen Experimenten in erster
Linie den Eisenpigmenten. In Ubereinstimmung mit den Befunden von
Hurck haben wir gesehen, daBl die Berlinerblau-Reaktion schon nach
einigen Tagen in dem Injektionsgebiet positiv ist, und daB bereits nach
7—14 Tagen typische KEisenpigmentkérnchen zu sehen sind. Histo-
chemisch gleicht dieses Pigment — im wahrsten Sinne des Wortes ein
Himosiderin — vollig dem Eisenpigment, das durch die Injektion von
Eisenhydroxydlésungen erzeugt worden war. Nach der Entfernung des
Eisens mit Salzsiiure bleibt eine PAS-positive, sudanophile und baso-
phile Trégersubstanz in den Zellen zuriick.

Erwihnenswert ist nur, daBl in dem beim Blutabbau entstehenden
Himosiderin mehr Fettstoffe nachweisbar sind als in dem durch Injek-
tionen von anorganischen Eisenhydroxydlésungen hervorgerufenen Pig-
ment. Die Farbung mit den Sudanfarbstotfen ist hier erheblich kraftiger.

Es ist uns ferner aufgefallen, daf bei dem Blut-Fisenpigment die
organischen Bestandteile etwas schneller gebildet werden als bei dem
anorganischen Pigment, ‘
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Diskussion.

I. In unseren fritheren Untersuchungen haben wir im Hamosiderin-
pigment von menschlichen Organen auller der Eisenhydroxydkompo-
nente Polysaccharide, Lipide und Proteine gefunden. Auf Grund der
vorliegenden neuen Befunde kénnen wir nunmehr zu der Frage Stellung,
nehmen, welche Substanzen am Aufbau des Hisenpigmentes beteiligt sind,
das nach der Injektion von anorganischen Bisenhydroxydlésungen auftriit.

Nach Entfernung des Eisens mit Salzsdure gab der organische Rest-
korper dieses kiinstlich erzeugten Pigmentes eine deutliche Tetrazonium-
reaktion. Da sich die Kupplungsfdhigkeit der Trigersubstanz durch eine
Behandlung mit Benzoylehlorid ohne weiteres blockieren 1d8t, ist die
Annahme gerechtfertigt, daf bei der Tetrazoniumreaktion nur aroma-
tesche Aminosiuren in Proteinen und nicht auch purin- oder pyrimidin-
haltige Verbindungen erfafit werden (MrrcuELL, DANTELLI). Die leichte
Reaktionsfihigkeit der Proteine mit Benzoylchlorid spricht auch gegen
das Vorliegen eines besonderen Polymerisationsgrades der Proteine im
Sinne von PEARSE.

Das Eisenpigment selbst und die eisenfreie Trégersubstanz des Pig-
mentes geben ferner — genau wie wir das bereits bei unseren Unter-
suchungen am Hamosiderin der Hamochromatose beschrieben haben —
eine deutliche PAS-Reaktion. Unsere weiteren histochemischen Unter-
suchungen haben auch bei dem kiinstlich erzeugten Eisenpigment er-
geben, dall es sich bei diesen PAS.-positiven Stoffen um Mucopoly-
saccharide oder um Muco- bzw. Glykoproteide handelt.

Wir haben schlieBlich auch in diesem Eisenpigment und in seiner
organischen Trégersubstanz in geringer Menge mit Sudan firbbare Lipide
gefunden. Die bereits beschriebene Autofluorescenz des eisenfreien
Restkorpers des Pigmentes ist jetzt noch deutlicher in Erscheinung
getreten als bei den fritheren Untersuchungen am Eisenpigment der
Hamochromatose.

Mit besonderem Nachdruck haben wir bereits frither auf die Baso-
philie des organischen Restkorpers des Pigmentes hingewiesen. Die
Affinitét der Trigersubstanz fiir basische Farbstoffe ist jetzt bei den
Tierversuchen noch deutlicher in Erscheinung getreten als bei den Unter-
suchungen am KEisenpigment in den menschlichen Organen. Die Me-
thylenblaubindefihigkeit 146t sich bei der Trigersubstanz des experi-
mentell erzeugten Eisenpigmentes bis py 3,2 verfolgen, wihrend die
Grenze der Methylenblaubindung der in menschlichen Organen ge-
bildeten organischen Grundsubstanz des Pigmentes bei py 3,6-—4,0 lag.
Wir fiithren diesen Unterschied in dem Ausmal der Basophilie auf den
ungleichen Zustand des untersuchten Materials zuriick. Bei den Tier-
experimenten haben wir stets frische Organe untersuchen kénnen, die
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unter optimalen Bedingungen fixiert und eingebettet werden konnten.
Bei unseren dlteren Untersuchungen waren wir dagegen auf das Sektions-
und Eingangsmaterial des Institutes angewiesen, bei dem diese
giinstigen Versuchsbedingungen naturgemdf nicht gegeben waren.

Wir haben uns auch bei diesen Untersuchungen die Frage vorgelegt,
an welche organische Komponente des Eisenpigmentes die Basophilie
der Trigersubstanz gebunden ist. Grundsétzlich kann die Basophilie
von Gewebselementen im histologischen Schnitt auf Nucleinsduren,
saure Polysaccharide oder Lipide zuriickgefithrt werden. Nachdem wir
bereits in fritheren Untersuchungen das Vorliegen von Nucleinséiuren
ausgeschlossen haben, miissen wir der Aciditidt entweder saure Poly-
saccharide oder Lipide zugrunde legen.

Da nun die einzelnen organischen Bausteine des Pigmentes von den
eisenverarbeitenden Zellen nicht gleich schnell, sondern nacheinander
gebildet werden, hatten wir gehofit, durch die zeitliche Beziehung
zwischen dem Auftreten der verschiedenen Substanzen und dem Nachweis
der Basophilie einen AufschluB fiir die Ursache der sauren Kigenschaft
der organischen Tridgersubstanz zu gewinnen. Diese Erwartung hat
sich nicht voll erfullt. Die Basophilie tritt etwas spéter auf als die
ausgeprigte PAS-Reaktion; sie lafit sich jedoch frither nachweisen als
die deutliche Sudanophilie. Diese Beobachtung lafit sich einerseits mit
der Auffassung in Einklang bringen, dafl die Zellen zunichst neutrale
Polysaccharide produzieren, und da8 die sauren Gruppen in den Kohlen-
hydraten etwas langsamer gebildet werden. HKs wire aber ebenso
vorstellbar, dal zundchst nur sehr kleine Mengen von Lipiden entstehen,
deren Sudanophilie histologisch anfangs noch nicht zuverlissig nach-
weisbar ist, deren Basophilie dagegen, dank der sebr empfindlichen
MeBmethoden, bereits in Erscheinung tritt.

Bei einer zusammenfassenden Betrachtung unserer é&lteren und
neueren Befunde ergibt sich folgendes Bild:

Fiir die Auffassung, dal die Basophilie der Trégersubstanz an die
Kohlenhydratkomponente gebunden ist, spricht zunéchst, dafl der sehr
starken PAS-Reaktion und der ausgeprigten Basophilie nur eine rela-
tiv schwache Sudanophilie gegeniibersteht. AuBerdem muB die Ab-
schwichung der Basophilie durch Hyaluronidase fiir diese Auffassung
ins Feld gefiilhrt werden. -

Gegen diese Deutung spricht das Fehlen der Metachromasie und der
Anfirbbarkeit mit Alcianblau. Es ist jedoch zu bedenken, dafi der nega-
tive Ausfall dieser beiden histochemischen Teste fiir saure Polysaccharide
mdglicherweise auf die Salzsiurebehandlung der Schnitte zuriickzu-
fithren ist.

Wir halten es nun auf Grund unserer Beobachtungen fiir wahrschein-
lich, daB die Basophilie der organischen Trigersubstanz des Hisen-
pigmentes an die Polysaccharidkomponente gebunden ist, dafl also im
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Eisenpigment ein saures (komplexes oder einfaches) Mucopolysaccharid
vorliegt. Eine definitive Klirung dieser Frage scheint allerdings mit
histochemischen Methoden vorerst nicht méglich zu sein.

Aus den hier beschriebenen Versuchen geht hervor, dal bei der In-
jektion von anorganischen Eisenhydroxydlosungen das gleiche Eisen-
pigment gebildet wird wie bei einem Blutaustritt in das Gewebe und
dem dabei erfolgenden Abbau des Hiamoglobins. Beide Pigmente lassen
sich weder morphologisch noch histochemisch voneinander unterscheiden.
Dieser Befund steht in vollem Einklang mit fritheren Beobachtungen
von CEELEN und ScHEeEID, die mit histologischen Methoden gleich-
falls eine Ubereinstimmung zwischen dem bei Blutungen entstehen-
den ,Hémosiderin® und dem in Staublungen gebildeten .,Siderin®
festgestellt haben. In der gleichen Weise kommt es in der Umgebung
von metallischen Fremdkoérpern zur Bildung von Eisenpigmenten. So
haben wir in den Zellen eines Fremdkérpergranulationsgewebes, das
sich im Laufe von 8 Monaten um eine in der Mamma liegende Nadelspitze
entwickelt hatte, reichlich braunes eisenhaltiges Pigment beobachtet.
Dieses Pigment gleicht vollig dem bei Blutungen entstehenden Hémo-
siderin.

Es ist daher nicht mdéglich, aus der einfachen histologischen Fest-
stellung und aus der cytochemischen Analyse eines Eisenpigmentes eine
Aussage iiber die Herkunft des Eisens zu machen. Die Bezeichnung
,,Hamosiderin‘® diirfte daher in vielen Fillen unzutreffend sein, und es
ist sicher zweckméifig, einen weniger prijudizierenden Ausdruck, wie
,,Eisenpigment‘ oder ,,Siderin“ zu verwenden.

II. In welcher Reihenfolge treten die organischen Bausieine des Pig-
mentes auf?

An dem Proteingehalt der Zellen im Bereich des Injektionsgebietes
haben wir mit unseren Methoden keine Verénderungen {feststellen
konnen.

2 Tage nach der Injektion des Eisenhydroxydes enthalten die
Mesenchymzellen im Bereich der Eisenablagerung noch keine histo-
chemisch nachweisbaren Polysaccharide. Bereits nach 5—7 Tagen 148t
sich aber in den eisenverarbeitenden Zellen eine deutliche PAS-Reaktion
erzielen. Nach 14 Tagen ist die PAS-Reaktion der Zellen und des Eisen-
pigmentes schon auBerordentlich stark. Der bei unseren Versuchen
iiberhaupt maximal zu erzielende Kohlenhydratgehalt ist zu diesem
Zeitpunkt nahezu erreicht. In der folgenden Zeit, d. h. nach 28, 56 und
84 Tagen, ist dann nur noch eine geringgradige Vermehrung der
Polysaccharide zu beobachten.

Auch nicht extrahierbare Lipide lassen sich in den Zellen nach
2 Tagen noch nicht nachweisen. Nach 57 Tagen kénnen die eisen-
verarbeitenden Zellen vereinzelt ganz schwach mit Sudanschwarz an-
gefirbt werden. In der folgenden Zeit nimmt die Sudanophilie des
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Eisenpigmentes und der eisentragenden Zellen nur sehr langsam zu. Erst
nach 56 Tagen findet man eine wirklich ausgeprégte Sudanophilie.

2 Tage nach der Eiseninjektion zeigen die eisenverarbeitenden
Zellen keine Affinitiit fiir kolloidales Eisen. Sie kénnen nach der Ent-
fernung des Eisens aus dem Schnitt nicht erneut mit Eisen beladen
werden. Nach 7—14 Tagen kann man erstmalig eine schwache, vor-
wiegend diffuse Eisenbindungsfihigkeit der eisenverarbeitenden Zellen
erkennen. In den spiteren Stadien der Pigmentbildung nimmt die Eisen-
affinitdt der Zellen sténdig zu und 148t sich mehr und mehr auf scharf
2 ; 1 umschriebene Bezirke des Proto-
plasmas lokaligieren. Sie ist nach
28 Tagen sehr deutlich und hat
nach 56 Tagen ihr Maximum er-
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sich im Verlauf der Pigment-

bildung deutlich verfolgen (vgl.

Abb. 11): 2 Tage nach -der Injek-
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Abb. 11. Zunahme der Basophilie in den . . .
cisenverarbeitenden Zellen, Ordindte: Grenze Stoffe, ihre Methylenblaubinde-

dor stnousen, Nelislniouhinduag, A0 fihigleit exlischt bei py 5.2. Nach

5 Tagen liegt die Grenze der
Methylenblaubindung bei pg 4,7. Auch nach 7 Tagen zeigen die
eisenverarbeitenden Zellen noch keine deutliche Basophilie, die Methylen-
blaubindung 1468t sich nur bis py 4,3 verfolgen. In der folgenden Zeit
wird die Grenze der Methylenblaubindefshigkeit stindig weiter in
den sauren pg-Bereich verschoben. Nach 14 Tagen liegt sie bei
Pr 4,0, nach 56 Tagen und 84 Tagen sogar bei py 3,2.

Die Eigenfluorescenz des eisenfreien Restkorpers nimmt in der glei-
chen Weise zu wie seine Sudanophilie. 2 Tage nach der Injektion
zeigen die Bindegewebszellen keine nennenswerte Autofluorescenz. Nach
28 Tagen erkennt man bereits eine schwache, bldulich-weifle, diffuse
Fluorescenz. Erst nach 56 Tagen findet man in den eisenverarbeitenden
Zellen eine distinkte, hellgelbe Eigenfluorescenz, die in der folgenden Zeit
nicht mehr wesentlich zunimmt.

Zusammenfassend 1aBt sich folgendes feststellen (vgl. Tabelle 1):
Die Bildung des Polysaccharidbausteines des Pigmentes erfolgt sehr
rasch. Der Kohlenhydratgehalt der organischen Triigersubstanz hat
nach 28 Tagen fast sein Maximum erreicht. Die Lipide werden erheb-
lich langsamer gebildet, die Sudanophilie tritt erst nach 56 Tagen voll
in Erscheinung. Die Eisenbindeféhigkeit und die Basophilie nehmen

[

Mefthylenblaubindung bis py
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langsamer zu als der Polysaccharidgehalt und schneller als der Lipid-
gehalt. Bereits nach 28 Tagen ist die Eisenaffinitét der organischen
Trigersubstanz sehr ausgeprigt.

II1. Woher kommen die organischen Bestandieile des Eisenpigmentes?
Wir kénnen nunmehr eindeutiger als bisher zu der Frage Stellung nehmen,
ob die organischen Komponenten des Himosiderins Abbauprodukte der
Erythrocyten (oder anderer Blutbestandteile) darstellen und von den
ortsstindigen Zellen zusammen mit dem Eisenoxyhydrat gespeichert
werden, oder ob sie — wie wir bereits frither vermuteten — von den
eisenverarbeitenden Zellen aktiv gebildet werden.

Die vorliegenden Versuche zeigen deutlich, dafl es nach der Injektion
von Eigsenhydroxydlésungen, die keine organischen Beimengungen ent-
halten, in den eisenspeichernden Zellen zu einer sehr starken Neubildung
von Polysacchariden, Lipiden (und wahrscheinlich Proteinen) kommt.
Die Bildung dieser organischen sauren Substanzen stellt also in der Tat
eine Reaktion auf die Eisenablagerung dar und ist als eine aktive Zell-
leistung anzusehen.

In unserer friheren Mitteilung haben wir die Vermutung geéuBert,
daB die Neubildung saurer organischer Substanzen bei der Ablagerung
des Ferrioxyhydrates als der Versuch zu einer intracelluldren Neutrali-
sierung und Bindung des basischen Schwermetallhydroxydes aufgefalit
werden kann. Wir haben nun in weiteren Experimenten verfolgt, welche
Verdnderungen bei der Injektion anderer basischer Schwermetall-
hydroxyde in das subcutane Bindegewebe entstehen und dabei gefunden,
daB z. B. auch die Verarbeitung und intracellulire Speicherung von basi-
schem Bleicarbonat mit der Produktion saurer organischer Substanzen
einhergeht. HEs entsteht hierbei ein , Bleipigment®, das im wesentlichen
die gleichen histochemischen Eigenschaften aufweist wie das Eisen-
pigment. Nach Entfernung des Bleies mit einer Mineralsdure bleibt in
den bleiverarbeitenden Zellen eine organische Trigersubstanz zurick,
in der sich Polysaccharide, Lipide und Proteine nachweisen lassen, und
die gleichfalls eine deutliche Basophilie zeigt. Die bleifreie organische
Tragersubstanz besitzt ferner eine ausgesprochene Affinitét fiir kolloi-
dales Eisen: Sie 148t sich mit Eisenhydroxyd beladen. Es gelingt
also, das ,, Bleipigment’* im histologischen Schnitt in ein ,,Eisenpigment
wmzuwwandeln.

1V. Welche Beziehungen bestehen zwischen dem Eisenpigment und dem
Ferritin?

In den letzten Jahren ist wiederholt die Aufmerksamkeit auf
eine andere organische Eisenverbindung, das Ferritin, gelenkt worden.
Diese Speicherform des Eisens im Organismus stimmt mit dem Eisen-
pigment insofern iiberein, als sie gleichfalls aus einer anorganischen
Eisenhydroxydkomponente und einem organischen Baustein, dem Apo-
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ferritin, hesteht, Dariiber hinaus kann auch aus dem Ferritin das Eisen
ohne weiteres entfernt werden.

In Ubereinstimmung mit G6ssNER haben wir keinen Anhaltspunkt
fir eine Identitdt der organischen Trégersubstanz des Eisenpigmentes
mit dem Apoferritin gefunden. Das Ferritin und das Eisenpigment
unterscheiden sich in folgenden Punkten voneinander:

Das Eisenpigment gibt stets eine deutliche Berlinerblau- oder Turn.
bullblaureaktion. Im Ferritin ist die Eisenkomponente dagegen nicht
durch die tblichen Eisenreaktionen nachweisbar. Die organische Triger-
substanz des Eisenpigmentes enthélt auBler Proteinen noch reichlich
Koblenhydrate und in geringem MaBe auch Lipide. Fur das Apoferritin
kann es demgegeniiber als gesichert gelten, dafB es sich um ein reines
Protein handelt (MIcHAELIS, sowie GRANICK). Der organische Restkérper
des Eisenpigmentes besitzt ferner eine ausgesprochene Affinitdt fiir
Eisenhydroxyd. Er kann nach Entfernung des Eisens wieder mit Eisen
beladen werden. Die Trennung der Eisen-Eiweil-Verbindung im Ferritin
lafit sich dagegen nicht riickgingig machen. Das Apoferritin vermag
nicht erneut Eisenhydroxyd zu binden.

Einen flieBenden Ubergang von Ferritin zum Himosiderin, auf den
ScawisTzeER hinweist, haben wir nicht beobachtet.

Den Unterschieden im chemischen Aufbau des Ferritins und des
Eisenpigmentes steht sicherlich auch eine grundsitzlich verschiedene
funktionelle Bedeutung dieser beiden Speicherformen des Eisens gegen-
iber. Im Ferritin miissen wir eine Eisen-Eiwei3-Verbindung sehen, die
der physiologischen Resorption und Deponierung des Eisens dient. Das
Eisenpigment entsteht dagegen offenbar nur unter pathologischen Be-
dingungen. Zur Bildung des Pigmentes kommt es anscheinend immer
dann, wenn die Eiweill- bzw. die Apoferritinproduktion im Verhiltnis
zu dem jeweiligen Eisenangebot zu gering ist. Das wird vornehmlich
dann der Fall sein, wenn es zu einem fibergroflen ortlichen oder all-
gemeinen Eisenangebot (z. B. beim' Blutzerfall) kommt. Es ist aber
auch moglich, dall der Organismus infolge eines allgemeinen Kiweil3-
mangels trotz des an sich normalen Eisenstoffwechsels das Apoferritin
nicht in ausreichendem Mafle synthetisieren kann (vgl. SCHWIETZER,
sowie KarLx, Borke und Brrxnic). In beiden Fillen wird das iiber-
schiissige Eisenhydroxyd dann von den Zellen als Fremdkorper gebunden
und zum Pigment verarbeitet.

Zusammenfassung,

Bei der subcutanen Injektion von kolloidalen Eisenhydroxydldsungen
kommt es in den ortsstdndigen Mesenchymzellen zur Bildung eines
Eisenpigmentes, das sich weder histologisch noch histochemisch von
dem beim Blutabbau gebildeten Hamosiderin unterscheiden 146t:
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Die organische Trégersubstanz dieses experimentell erzeugten Risen-
pigmentes enthélt genau wie das Hamosiderin Proteine, Polysaccharide
und in geringem Umifang auch Lipide. Nach Entfernung des Eisens mit
Salzsdure zeigt der organische Restkorper gleichfalls eine ausgeprégte
Basophilie und eine starke Affinitédt fiir Eisen. Er kann erneut wieder
mit Eisen beladen werden.

YVon den organischen Komponenten des Eisenpigmentes werden die
Polysaccharide sehr schnell gebildet, die Lipide treten etwas spiter in
Erscheinung.

Da die injizierten Eisenhydroxydlosungen keine organischen Be-
standteile enthielten, kénnen wir nunmehr mit Sicherheit sagen, daB
diese organischen Substanzen von den eisenverarbeitenden Zellen aktiv
gebildet werden. Sie treten nicht zusammen mit dem Eisen von aufien in
die Zelle ein. Die Bildung dieser sauren Substanzen mufli demnach als
Reaktion der Zelle auf die Ablagerung des basischen Eisenoxyhydrates
angesehen werden.

Bei der Injektion von basischem Bleicarbonat entsteht im subcutanen
Bindegewebe ein dem Eisenpigment entsprechendes ,,Bleipigment.
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