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Das Auftreten eines fetthaltigen eisenfreien Pigmentes beim lokalen 
Erythrocytenabbau ist seit fast 60 Jahren bekannt. Wegen seiner 
braunen Eigenfarbe und seiner Entstehung beim Blutzerfa]l ist es als 
Hi~mofuscin bezeichnet und yon den anderen h~matogenen Pigmen- 
ten, dem H/~mosiderin und Hs abgegrenzt worden24,39, 4~ 
Unabh~ngig davon wurden in den beiden vergangenen Jahrzehnten 
bei der experimentellen di•tetisehen Lebercirrhose, bei anoxisehen 
Lebernekrosen, beim Vitamin E-Mange], bei der Spru% in arteriosklero- 
tischen Ulcera, in Ovarien und in lipophagen Granulomen Pigmente 
beobaehtet,  die wegen ihres waehsartigen gl~nzenden Aussehens und 
ihres Fettgeh~ltes den N~men ,Ceroid" erhielten 9, 31, 32 (weitere Literatur 
bei ZOLLI~C~n~43). Sehr bald zeigte es sieh, da~ diese beiden Lipopig- 
mente in vielen morphologisehen und f~rberischen Eigensehaften mit- 
einander iibereinstimmen und aul~erdem dem in Parenehymzellen auf- 
tretenden Lipofusein nahestehen: Alle diese Pigmente, n~mlich das sog. 
H~mofusein, das Ceroid und das Lipofusein sind unter anderem dureh 
ihre gelb]iehe bis gelbbraune Eigenfarbe, ihre Sudanophilie, die UnlSs- 
lichkeit ihres Fettbausteines in organischen LSsungsmitteln, sowie ihre 
S~urefestigkeit gekennzeiehnet. Bemerkenswert ist ferner ihr Gehalt 
an hydrolytisehen Enzymen~,  23. 

D~ nun die histochemisehen Eigensehaften dieser Pigmente in weiten 
Grenzen sehwanken und ihre ehemisehe Zus~mmensetzung und Ent- 
stehungsweise nur bruehstfickhaft bekannt  sind, herrseht hinsiehtlieh 
ihrer Einteilung und Bezeichnung eine fast unfibersehbare Verwirrung. 
Und nieht zuletzt gehen die Meinungen fiber ihre kausale und formale 
Genese welt auseinander (vgl. hierzu die Diskussion bei HAMPERL 2~ 
LINDt~Etr 33 und ZOLLINGEl~43). 

Die Vielfalt der Meinungen l ~ t  sich in zwei Hypothesen zusammen- 
fassen: Die eine Gruppe yon Autoren ver tr i t t  den Standpunkt,  dal3 

* Der Deutschen ~orschungsgemeinschaft danken wir fiir dig Unterstiitzung 
dieser Arbeit. 
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diese fetthaltigen Pigmente im Prinzip gleichartig sind nnd nur ver- 
sehiedene Entwieklungsstufen ein und desselben Pigmentes darstellen. 
Dabei ist jedoch noeh keine Einigkeit dar/iber erzielt worden, in 
weleher Weise die Entwieklung dieser Pigmente abl/tuft. So halt 
GOMORI 1G das Ceroid fiir die glteste Form der Lipopigmente, w/~hrend 
P~ARSE 8s das Ceroid als die jfingste Entwicldungsstufe und das Lipo- 
fusein als das Sps bei der Ausreifung lipogener Pigmente 
ansieht. 

Demgegeniiber werden von anderen Autoren die genannten Lipo- 
pigmente voneinander getrennt, wobei auf Untersehiede in ihrer Patho- 
genese, sowie in ihren ehemisehen und histoehemischen Eigensehaften 
verwiesen wird. So stellen LILLIE und Mitarbeiter 9 die Identit/~t zwi- 
schen dem H~mofusein und Ceroid in Abrede und klassieren das Ceroid 
unter die Lipofuscine. BRAHN und SC~MIDT~A~ 1, LU]3A~SC~ 34, KUT- 
SCttERA-AIcHBERGEN 26, sowie HEIDEIg/~EICtt und SIEBEttT 23 halten da- 
gegen die ZugehSrigkeit der Lipofuscine zu der Gruploe der Lipopigmente 
fiir wenig wahrscheinlich. Nach ihrer Ansicht m~ssen die Lipofuscine 
und die Ceroidpigmente wegen ihres unterschiedlichen Fettgehaltes von- 
einander abgegrenzt werden. 

Wenn man nun diese t typothesen kritisch vergleicht, so ergibt sich 
folgendes Bild : 

Alle Lipopigmente besitzen eine Reihe yon gemeinsamen f/irberi- 
schen und histochemischen Eigenschaften. Da man augerdem h/~ufig 
in ein und demselben histologischen Schnittior~parat (z. B. in der Leber 
oder im Ovar) Lipopigmente mit wechselnden Eigenschaften finder, 
liegt die Vermutung nahe, dab die Unterschiede zwischen diesen ge- 
f/~rbten K6rnchen nur der Ausdruck ffir das Vorliegen verschiedener 
Entwicklungsstufen eines Pigmentes sind l~,as. 

Gegen ihre Gleichartigkeit lassen sich aber doch gewiehtige morpho- 
logische Griinde auffiihren: Es sei nut  an die gestaltlichen Unter- 
schiede zwischen den ecldgen Liloofuscink6rnchen in den Parenchym- 
zellen und dem rundlichen Ceroid in den phagocytierenden Mesenchym- 
zellen erinnert. Vor allem aber wfirde es der biologischen Erfahrung 
widersprechen, wenn man annehmen mfiBte, dab die an funktionell be- 
sonders wichtigen Ze]lbezirken, wie z.B. an den Kernpolen der Herz- 
muskelfasern, liegenden Lipofuseink6rnchen identisch wgren mit den 
ohne sichtbare Ordnung im Cytoplasma yon Phagocyten angeh~uften 
Ceroidgranula. 

Die K1/irung dieser Fragen hat zun/ichst eine genaue Kenntnis der 
verschiedenen Entwicklungsstufen der Lipopigmente zur Voraussetzung. 
Da wir in den histologischen Pr/iparaten jedoch nur ,,Momentbilder" 
vor uns haben, ist es auBerordentlich schwierig, aus ihnen das Alter eines 
Strukturelementes mit genfigender Sicherheit zu bestimmen. In der 
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Regel ist es daher nieht ohne weiteres m6glich, bei nebeneinanderliegen- 
den, histoehemiseh etwas untersehiedliehen Pigmenten festzustellen, 
welehe das jfingere und welche das/~ltere Entwieklungsstadium repr/~sen- 
tieren. Den bisher in der Literatur vorliegenden Angaben fiber die Ent- 
wieklung der Lipopigmente liegen daher meistens nut spekulative Be- 
traehtungen zugrunde. Aueh die wenigen experimentellen Arbeiten auf 
diesem Gebiet k6nnen zur LSsung dieses Problems nieht beitragen, da 
sie nur kurze Zeitabsehnitte berfieksiehtigen und somit keine Aussagen 
fiber spgte Entwicklungsstadien zulassen. Und sehlieBlieh sind nicht 
selten nut wenige ehemisehe und histochemisehe Eigensehaften der 
Pigmente geprfift und Ergebnisse miteinander vergliehen worden, die 
mit versehiedenartigen Methoden gewonnen waren. In  Anbetracht 
dieser Tatsaehen wird es verst/~ndlieh, dab bei der pathogenetisehen 
Deutung der Lipopigmente viele einander widerspreehende Theorien 
vertreten werden, und dal~ z.B. in der jiingsten Zeit aueh GOMOR116 nnd 
PSA~Sn ss bei dem Versueh, das r/iumliehe Nebeneinander fetthaltiger 
Pigmente in ein zeitliehes Nacheinander umzudeuten, zu v611ig ent- 
gegengesetzten Resultaten gelangt sind. 

Wegen der Widersprfiehe zwischen den einzelnen Auffassungen haben 
wir versueht, mit eigenen Experimenten in die Entstehung und Alterung 
lipogener Pigmente einen Einblick zu gewinnen, um so vielleieht zur 
Kenntnis der Orthologie und Pathologie dieser gef~rbten Strukturen 
beizutragen. Wir sind dabei so vorgegangen, dab wir bei Ratten 
h~morrhagisehe Nekrosen des mesenteriMen Fetfgewebes erzeugt und 
in den dort entstehenden lipophagen Granulomen die Entwieklung 
der Lipopigmente in regelm~Bigen Zeitubsti~nden verfolgt haben. 

Versuchsanordnung und Methoden 
I. Tierversuehe. Bei den Versuchen verwendeten wir 8--10 Monate alte m~nn- 

liehe Inzuchtratten mit einem Gewicht von 350--400 g, welche eine Mischkost 
aus Wiirfelfutter und Getreide und zus~tzlich Karotten und Salatbl~tter erhielten. 
Insgesamt operierten wir 50 Tiere nach dem Vorgehen yon I-IARTRO~r~ 21 in Nembutal- 
Narkose (0,25--0,3 ml i.p.). 

Naeh ErSfinung der Bauchh5hle warden beide Hodenfettzipfel an ihrer Basis 
durch einen locker angelegten Catgutfaden abgebunden und jeweils 0,1 ml Heparin 
(I00 E in physiologiseher KochsalzlOsung) in das Fettgewebe injiziert. Anschlie- 
Bend quetschten wir mehrmals krgftig beide Fettzipfel mit einer grOgeren Gef~B- 
klemme. Danaeh waren oft sehon mit blogem Auge kleinere Blutungen in das 
Fettgewebe erkennbar. Nach dem Versenken der Zipfel in die BauchhOhle und 
intraperitonealer Penicillininjektion erfolgte ein dreischichtiger VerschluB der 
Laparotomiewunde. Die Tiere erholten sieh sehr rasch yon dem Eingriff. Die 
Wundheilung war bis auf einen Fall komplikationslos, so dab nach 1--2 Monaten 
nut noch eine strichfOrmige Hautnarbe sichtbar war. 

Die TStung der Tiere erfolgte durch Naekenschlag und Dekapitation, und zwar 
jeweils am 4., 7., 10., 13., 35., 46., 60., 80., 100., 160., 190. und 230. Tage nach der 
Operation. Zu jedem Terrain wurden 2--3 Tiere getStet, um geniigend iVIaterial iiir die 
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Aufarbeitung zu erhalten. Nach kurzer Versuchsdauer waren die gequetschten Fett- 
zipfel meist yon triiber, grauweil~er Farbe und yon kleineren und gr5i~eren Blutungen 
durchsetzt. Im weiteren Verlauf trat eine Schrumpfung und Verfestigung dieses 
Fettgewebes auf. Schlie61ich (nach 2--3 Monaten) fanden sich in den stark ge- 
schrumpften Hodenfettzipfeln meistens nut ein oder zwei etwa erbsengroBe, feste 
KnStchen. Diese zeigten auf der Schnittfl~che kleine rundliche, blal~gelbe oder 
wei$liche Bezirke mit einem umgebenden gelblichen Saum, der nach langer Ver- 
suchsdauer eine mehr gelbbraune Farbe annahm. Manchmal war yon den ge- 
quetschten Fettzipfeln jedoch nur noch ein schmaler, mit der Umgebung ver- 
wachsener, leicht bri~unlich verf~rbter Gewebsstrang iibriggeblieben. Die oben 
beschriebenen Gewebsstiickchen wurden mit einer •asierklinge halbiert und je zur 
H~lfte in 10%igem neutralen Formalin bzw. eiskaltemAceton fixiert. Jenachden 
erforderlichen Untersuchungen wurde das Gewebe in Paraffin oder in Gelatine 
eingebettet. 

lI. Histoehemisehe Methoden. 1. Die yon uns angewandten histochemischen 
Reaktionen zum Nachweis von EiweiflkSrpern, Lipiden und Kohlenhydraten kSnnen 
der Tabelle 1 entnommen werden. Ihre Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben 
u LILLIE 2a, PEAI~SE 3s, sowie GEDIGK TM. 

Zur gleichzeitigen Darstellung yon Ceroid und H~mosiderin in ein und dem- 
selben histologischen Schnitt, die zur morphologischen Orientierung sehr zweck- 
ma$ig ist, hat sich eine Kombination der Berliner Blau-I~eaktion mit der Sudan- bzw. 
01rotf~rbung im Paraffinschnitt bew~hrt. Dabei wird zunachst der Eisennachweis 
durchgeftihrt, dessen Reaktionsprodukt, das Berliner Blau, sehr stabil ist. An- 
schliel~end erfolgt die F~rbung mit Sudan III/IV oder 01rot. Bei diesem Vorgehen 
wird die in ~lteren Eisenpigmenten vorhandene Lipidkomponente durch das anfangs 
gebildete Berliner Blau iiberdeckt, so dab ihre Affinit~t fiir Fettfarbstoffe bei der 
F~rbung mit Sudanrot bzw. Olrot nicht mehr in Erscheinung tritt. Das eisenfreie 
Ceroid wh'd dagegen durch den Fettfarbstoff unverandert dargestellt. In diesen 
Schnitten sind daher die Eisenpigmente tiefblau, die CeroidkSrnchen leuchtend 
rot gef~rbt. 

2. Der histochemische Nachweis von Enzymen wurde nach den Angaben yon 
PEARSE 3s und GoMom 16 durchgefiihrt. Einzelheiten der Methodik sind in den Ar- 
beiten yon GEDIGK und BONTKE la angegeben. 

Folgende Fermentreaktionen wurden angewandt : 
1. Saure Phosphatase. a) Bleiphosphatmethode nach GOMOl~I, b) Azofarbstoff- 

methode nach GROGG und PEARSE; 
2. Alkalische Phosphatase. a) Calcium-Kobaltmethode nach GOMORI, b) Azo- 

farbstoffmethode nach PEARSE. 
3. Unspezi/ische Esterase (GoMoRI, PE&RSE), 
4. Lipasen (GG~oI~I, PEARSE), 
5. Phosphoamidase (GoMoRI, PEARSE), 
6. Aminopeptidase (BuRsTONE und FoLIo), 
7. Peroxydase (DE ROBERITS und GaAsso, PEA~SE). 

Ergebnisse der histologischen Untersuchungen 
Vier Tage nach der Quetschung f indet  m a n  im Mesenterium ausge- 

dehnte,  yon Blu tungen  durchsetzte Nekrosen. Das noch erhaltene Ge- 
webe ist  5dematSs aufgelockert und  schfitter leukocytiir  durchsetzt .  Am 
R a n d  der Nekrosen und  B lu tungen  liegen vermehr t  His t iocyten u n d  
Mastzellen, sowie spindelige bis polygonale phagocytierende Zellen, die 
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in ihrem Cytoplasma vereinzelte kleinste Fetttr6pfehen enthalten 

(Abb. l). Daneben trifft man an manchen Stellen Zellgruppen, die mit 

EisenpigmentkSrnchen beladen sind. 

Mit histochemischen Methoden k6nnen an den Phagocyten folgende Befunde 
erhoben werden: Die intracellul/~ren sudanophilen FetttrSpfchen werden bei der 
gewShn]ichen Paraffineinbettung in der Regel aus dem Schnitt herausgelSst, so daf] 
die Phagocyten dann ein schaumiges Cytoplasmg besitzen. Ganz vereinzelt trifft 
man jedoch LipidtrSpfchen, die in den iiblichen organischen L6sungsmitteln nicht 
15slich sind und daher auch im Paraffinschnitt erhalten bleiben (Abb. I). Die Lipid- 
granula besitzen keine Eigenfarbe und zeigen auch keine nennenswerte Auto- 
fluorescenz. Mit dem Schiffschen Reagens werden sie nicht angefgrbt; erst nach 
vorheriger Oxydation mit Perameisens~ture oder Perjods~ure nehmen sie bei der 
Schiff-l~eaktion einen roten Farbton an. Die Peroxydreaktion und die F/irbung 
nach ZIEIIL-NEELSE~ sind deutlich positiv. Mit basischen Farbstoffen, wie 
Tohidinblau werden sie nieht 0der nur ganz schwach gefgrbt; dementspreehend 
erlischt ihre Methylenblaubindef/ihigkeit berei~s bei pH 4,5 (Abb. 3a). -- Die 
Reaktionen zum Nachweis yon Aminos/~uren und Proteinen sind negativ; auch 
ein Reduktionsverm6gen ist nicht nachweisbar. 

I n  der  /olgenden Zeit en twicke l t  sich im Bereich des geque tseh ten  
Mesenter imns  ein resorbierendes  Granul~t ionsgewebe m i t  mononucle~ren 
Phagocy t en  und  mehrkern igen  Riesenzellen.  D~s nekrot ische  Fe t t -  
gewebe und  die Blu tungsres te  werden dabe i  zum gro~en Tell von dem 
Ss  aufgelSst  und  ab t r anspo r t i e r t .  Einige A b b a u p r o d u k t e  dieser 
Gewebe werden  jedoch im Cytopl~smg der  ph~gocy t ie renden  Zell- 
e lemente  gespeicher t .  Nach 5 - -7  Wochen f inder  m a n  dann  in diesen 
Zellen, die numnehr  einen aufgebl/~hten, rundl ichen  bis ov~len Zelleib be- 
sitzen, k le inere  und  gr61~ere, fe t tha l t ige  Granula .  Diese K6rnchen  sind 
gleichm~Big im Cy top la sma  vertef l t ,  das sie in der  Regel  v611ig ausfi i l len 
(Abb. 2). Andere  Zellen en thg l t en  E i senp igmentk6rnchen  nnd  manch-  
mal  t r i f f t  m a n  auch Zellen, die gleichzeit ig (nebenein~nder)  Fe t tg ranu l~  
und E i senp igmen t  gespeicher t  hgben.  

Die histochemische Untersuchung dieser Gewebe sei am Beispie] eines 46 Tage 
alten Granulomes geschildert: 

Die lcleineren/etthaltigen KSrncMn sind jetzt nicht mehr in organischen L6sungs- 
mitteln 16slich und kSnnen daher auch im Par~ffinschnitt ausgezeichnet mi~ Fett- 
farbstoffen durgestellt werden. Auch durch 24stiindiges Kochen der Schnitte in 
Pyridin oder einer siedenden Methanol-Chloroformmischung lgBt sich die Fett- 
komponente dieser K6rnchen nicht extruhieren. Die Gr~nulg besitzen ferner eine 
hellgelbe, ebenfalls nicht extrahierbare Eigenf~rbe und eine deutliche gelbliche 
Eigenfluorescenz (Blaulicht). Mit dem Schiffschen Reugens werden sie nut ganz 
schwach rStlich gef~rbt. Die Perameisens~ure-Schiff-Reaktion, die PAS-Reaktion 
und die Priifung der S~urefestigkeit nach ZIEHL-~N~EELSE~N - fallen stark positiv aus. 
Der Peroxydtest ist inkonstant, meistens neggtiv. Die Lipidk5rnchen sind jetzt 
b~sophil und werden d~her mit Toluidinblau angef~rbt. Ihre Methylenblaubinde- 
f~higkeit l ~ t  sich bis pg 3,9 verfolgen (Abb. 3b). Bei der Tetrazoniumreaktion 
f[ir aromatische Aminosguren nehmen sie einen dunkelbruunroten t~arbton an. Der 
Ninhydrin- Schiff-Test, die Millonsche Re~ktion und die Argininre~ktion (SAKAGUCh~) 
fallen teils positiv, tells eindeutig negativ aus. Durch den Reduktionstest nach 
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CH~VREMO:NT-I~R]~D]~RIC werden die lipidhaltigen K6rnchen blau gef/irbt, dagegen 
gibt die Reaktion ftir Sul~hydrylgruppen nach BARlgETT-SELIGMAlg nur eine ganz 
schwache r6tliche Anf~trbung. Bei der Silberimpragnation nach MASSo~-HA~PERL 
verhalten sie sich negativ. 

Auger den ]cleinen lipidhaltigen Granula finder man im Cytoplasma der Speicher- 
zellen h~iu/ig grofie Fetttrop#n, die meistens bei der Paraffineinbettung aus dem 
Schnitt herausgel6st werden. Gelegentlich lassen sie sich aber auch - -  genau wie 
die kleinen K6rnchen - -  mit Fettl6sungsmitteln nicht mehr extrahieren. ~ Diese 
groBen intracelluliiren Fettkugeln besitzen nur eine ganz schwache gelbliche Eigen- 
Iarbe, wahrend sie im Blaulicht hellgelb aufleuchten. Mit dem Schiffschen Reagens 

Abb .  1 a u.  b. P h a g o c y t e n  4 Tage  n a c h  tier Q u e t s c h u n g  des Mesen te r iums .  Para/finschnitt. 
F e t t f h r b u n g  n~it S u d a n  I I I / IV .  l~ernfg, r b u n g :  t I~ imatoxyl in .  Vergr .  1900real .  I r a  Cyto-  
p l a s m a  der  tells po lygona len ,  tells sp indel igen  P h a g o c y t e n  l i nden  sich berei ts  schwer  lSsliche, 

sudanoph i l e  F e t t t r o p f e n  

werden sie kaum angefitrbt. Auch ihre Reaktionsfghigkeit mi~ Perjods~ure und 
Perameisensgure ist nur gering. Sie sind weiterhin nur schwach basophil und haben 
nur ein eben angedeutetes ReduktionsvermSgen. Eiweil~toffe lassen sich in ihnen 
nicht nachweisen. 

I m  Lau#  der ndchsten Monate werden die Res te  der  B lu tungen  und  
das  nekrot ische Fe t tgewebe  fas t  vS]lig resorbier t  und  organis ier t .  
Schliel31ich f inder  man  nach etwa 8 Monaten in dem geque t sch ten  Mes- 
en te r ium nur  1 - - 2  e twa stecknadelkopfgrol3e Fe t tnek rosehe rde ,  die yon 
einem 2 - - 3  m m  brei ten  Granu la t ionsgewebesaum umgeben  werden.  
Dieses resorbierende Bindegewebe enth/~lt neben  His t iocy ten ,  vereinze]- 
ten  L y m p h o c y t e n  und  jungen Capil larsprossen reichIich einkernige und 
mehrkernige  Phagocy ten ,  in deren Cytoplasmale ib  sehr zahlreiche kleine 
und grol3e ] ipidhal t ige  Granula  l iegen (Abb. 2). J e  nach dem U m f a n g  
der  ursprf ingl ichen Blu tung  t r i f f t  m a n  in wechselnder  Menge Eisen- und 
H/ imato id inp igmente .  
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Diese kennzeiehnende Anordnung der einzelnen Gewebsanteile, n/im- 
lieh die zentrale Fettgewebsnekrose mit dem umgebenden Granulations- 
gewebswall, erm6glieht den VergMeh aller Stadien der Fettresorption 
und Speieherung in ein und demselben histologischen Sehnitt : Unmittel- 
bar am Rand des nekrotisehen Zentrnms sind die histioeyt/~ren Elemente 
gerade im Begriff, die zugrunde gegangenen Fettzellen zu phagocytieren. 
Je weiter man dann zur Peripherie dieser Kn6tehen fortsehreitet, um so 

Abb. 2. Ceroidhaltige Zelle~ 160 Tgge naeh  Versuehsbeginn.  Para]finschnitt. F~rbung  
nd t  Sudmisehwarz  mid  Ker i lechtrot .  Vergr.  1130mal.  Das Cytop lasma en tha l t  reichlich 

kleinere nn4  g~'613ere CeroidkSr~chen 

glger ist das Granulationsgewebe, nnd um so l~nger ist offenbar die Zeit, 
die seit der Phagoeytose der bier liegenden Lipide vergangen ist. Die 
~ltesten Fettablagerungen im Cytoplasma der Phagoeyten sind somit 
am guBersten Rand der Granulome zn linden. Dementspreehend nimmt 
aueh der bei der intraeellul/~ren Speieherung erfolgende Umbau der 
Fettstoffe mit der Entfernung yon dem Nekrosezentrum zu: Am Rand 
der Nekrose unterseheiden sieh die im Cytoplasma der Phagoeyten 
siehtbaren Fett tr6pfehen in ihren histoehemisehen Eigensehaften noeh 
nieht nennenswert yon den groBen Fett tropfen der im Zentrum liegenden 
nekrotisehen Fettzellen. AnsehheBend besitzen die gespeicherten lipid- 
haltigen Granula Eigensehaften, wie sie im allgemeinen bei dem 4 Tage 
alten Versuehstier zu linden waren (vgl. S. 344). Etwas weiter naeh augen 
zu sieht man ein Stadium, das ungefihr einer 5--7wSehigen Versuehs- 
dauer entsprieht (vgl. S. 345, und am /~uBersten Rand der KnStehen 
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Abb.  3 a - - c .  Ph~gocy ten  ~ T ~ e  (a), 46 Tage (b) und  230 Tage (e) nach  der  Quetschung 
des ~esen te r iums .  Verst ,  827m~1. F~rbu~g m i t  einer 4 • 10 -4 m-~e thy lenb lau lSsung ,  die 
]nit AceSatouffer 8,u[ pg 3,9 eingestelIt  w~r, Die Schni t te  w u r d e n  g[eichzeitig in e[~er 
Cuvet te  ge f~ 'b t .  Die Photo~r~phie der Pr~p~r~te ,  die En twick lung  de~* Pl~t ten  und  d~e 
Hers te l lung der  Abziige erfolgte ebenfal]s u~ te r  kons tan te~  Bedingungen,  u m  vergle ichbare  
Resul ta te  zu erzielen. Der Vergleich tier Bilder zeigt eine deutliche Zun~hme der  Methylen-  
blaubi~def~higkeit  der  phagocy t i e r t ea  und  z u m  P igmen t  u m g e f o r m t e n  Fet ts toffe  im  Laufe  

der Al te rung  (vgl. Tabelle 2) 

sind die von den Phagocyten gespeiehcrten Lipide ~m stih-ksten chomisch 
verandert.  

.Die letzteren (iiltesten) intracelluliiren lipidhaltigen KSrnchen geben /olgende 
histochemische Reaktionen: 
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In organischen LSsungsmitteln sind die Granula vSllig unlSslich und werden 
somit bei der Paraffineinbettung nicht extrahiert. Die zuni~ehst sehr gut mit  Fett- 
farbstoffen darstellbaren K6rnehen zeigen nach der Peripherie der Granulome hin, 
also mit  zunehmender Alterung, eine deut]iche Abnahme ihrer Sudanophilie. Am 
~uBersten Rand der KnStchen finder man dann Phagoeyten, deren Lipidgranula 
nur noch eine sehr geringe Affinit~tt fiir Fettt!arbstoffe besitzen. Da die Anf/~rb- 
barkeit fetthaltiger Strukturen mit Sudanschwarz meistens gr6Ber ist ~ls mit  Sudan- 
rot, werden diese KSrnchen mit Sudansehwarz noch ganz schwach dargestellt, 

Abb.  4. Ausschni t te  aus dem Granula t ionsgewebewal l  a m  R a n 4  einer Fe t tgewebsnekrose  
(230 Tage  nach  Versuchsbeginn).  F/ i rbung mi t  ToIuidinblau.  Vergr.  162real. Die Resorp- 
t ion u n 4 0 r g a n i s a t i o n  des nekrot ischen l~]:aterials schrei te t  yon  links nach  rechts  fort :  
Links liegen P h a g o c y t e n  mi t  /ilteren, s ta rk  basopkilen P ig raen tk6rnchem Auf  cter rechten  
Seite sind noch 1%este des nekrot ischen Fe t tgewebes  erkennbar ,  das berei ts  yon  einzelnen 
phagocy t i e renden  ceroidhal t igen Zellen durchse tz t  wird.  Die Basophilie der  Ceroid- 
k6rnchen  n i m m t  mi t  ihrer  Al terung,  4 .h .  aus diesem Bild yon rechts  nach  links, deutl ich zu 

w/~hrend sic bei der Sudanrotfgrbung nur ihre gelbbraune Eigenfarbe behalten 
(Abb. 10 und 11). 

Mit der Alterung der Granula geht weiterhin eine Zunahme ihrer Eigenfarbe 
einher. Sie sind jetzt deutlieh gelblieh gef/~rbt und besitzen in der/~ul]ersten Rand- 
zone der Kn6tchen manehmal sogar eine gelbbraune Farbe (Abb. 10 und 11). Auch 
diese Farbkomponente kann mit  organisehen LSsungsmitteln nieht aus dem Sehnitt 
extrahiert werden. Der Eigenfarbe entsprechend besitzen die /~lteren Granula 
nunmehr eine gelbbraune Autofluoreseenz. 

Die Lipidgranula verlieren allmghlieh ihre Fgrbbarkeit mit  dem Sehiffsehen 
Reagens. Aueh die 1N~aehweisreaktion iiir Peroxyde ist vSllig negativ. Die PAS- 
Reaktion, die Perameisensgm'e-Sehiff-Reaktion und die F/irbung nach ZIE~L- 
NEELS~ sind dagegen unver/~ndert stark positi[v. Sehr auff~llig ist die Verstgrkung 
der Basophilie, die sich in einer ausgepr/igten Affinitgt fiir basisehe Farbstoffe, wie 
Toluidinblau, und einer Methylenblaubindefglhigkeit bis p~ 3,0 /~uBert (Abb. 3 e 
und 4). - -  Im Laufe der Alterung der K6rnchen nimmt aueh ihr ReduktionsvermS- 
gen erheblieh zu. So werden sic bei dem Reduktionstest naeh C~VgE~O~T- 
FR~D~Rm stark blau gef~rbt (Abb. 6). AuBerdem besitzen die /~lteren Granu]a 

Vil~chows Arch. Bd. 331 23b  
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nunmehr die Fi~higkeit, Silbernitrat zu reduzieren, so dal~ sie bei der Silberimpr/i- 
gnation nach MASSO~-HAMPERL einen braunschwarzen Farbton annehmen (Abb. 5 b). 
Die Tetrazoniumreaktion farbt die kleinen lipidhaltigen Granula unveri~ndert deut- 
lieh braunrot an (Abb. 7). Die Ninhydrin-Schiff-Reaktion und der Argininnaehweis 

Abb. 5a  u. b. Ceroidhaltige Phagocyten .  Vergr.  l l 3 0 m a l .  Si lber imprhgnat ion nach 
�9 ~VIASSOI~-HAMPERL. a: 160 Tage  nach  Versuchsbeginn.  Die P igmen tkSrnchen  ver-  
mSgen die ammoniaka] ische  SilberlSsung (yon ganz  vere inzel ten  A u s n a h m e n  abgesehen) 
noch n icht  zu reduzieren.  Ih re  photographische  Wiedergabe  be ruh t  auf tier zu diesem 
Zei tpunkt  berei ts  ausgeprag ten  gelben Eigenfarbe.  b:  230 Tage  nach  Versuchsbeginn.  Aus- 
gep•agtes l~edukt ionsvermSgen der CeroidkOrnchen, die je tz t  t ier b raun-schwarz  gef~rbt  
siad,  N u t  die gro2en,  unvol ls t~ndig  ve ra rbe i t e t en  intracellul~ren Fe t t t rop fen  bleiben 

ungef~rb t  

(SA:KAGUCHI) geben inkonstante Resultate. Auch Sulfhydrylgruppen kSnnen mit 
der Reaktion nach BAR~qETT-SELIGMAN nieht sieher nachgewiesen werden. 

~eben diesen kleinen /etthaltigen K6rnchen enthalten die Phagocyten auch in 
den /~lteren Granulomen gr6[3ere Fetttrop]en (1--3 #) (Abb. 11), deren Zahl aller- 
dings mit  dem zunehmenden Alter der Granulome abnimmt. Anscheinend 
werden die groBen Tropfen yon den Speieherzellen allmahlieh in kleine Partikel 
unterteflt und weiterverarbeitet. In diesen groBen Fettkugeln lassen sich keine 
EiweiSstoffe naehweisen (Abb. 7). Ihr histochemisehes Verhalten entsprieht weit- 
gehend dem der ersten Entwieklungsstadien des Ceroids. Sie sind in organisehen 
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LSsungsmitteln schlecht 16slieh oder sogar v611ig unlSslich. Sie besitzen eine schwach 
gelb]iche Eigenfarbe und eine hellgelbe Autofluorescenz. Nit  der Perjodsgure. 
und der Perameisenstture-Schiff-l~eaktion und bei der Priifung der Sgurefestigkeit 
nach ZIEtIL-NEELSEN werden sie nnr schwach rot gefgrbt. Ihre Basophilie und ihr 

Abb. 6 

Abb. 7 

Abb. 6 u. 7. Phagocyten 230 Tag'e nach Versuchsbegiim. Vergr. ll30mM. Abb. 6. Reduk- 
tionstest (Ferri-Ferricyanidmethode nach CIt~REMONT-FRI~DI~RIC). Starkes Reduktions- 
verm6gen der Pigmentk6rnchen. Die geogen, unvollstandig verarbeiteten Fettkugebi be- 
sitzmi keine nennenswerte Rednktionsfghigkeit. Sie bleiben ungef~rbf. Abb. 7. Tefra- 
zoninmreaktion f/Jr aromatische Aminosguren (DANIELI,I). Die CeroidkSrnchen werden bei 
dieser Reaktion stark angefgrbt, wghrend die unverarbeiteten grol3en Fetttropfen ungefgrbt 

bleiben 

ReduktionsvermSgen sind ebenfMls wesentlioh geringer ausgeprggt als bei den 
kleinen lipidhMtigen Granul~ (Abb. 5b und 6). 

AuBerdem finder man in den Gewebsspalten der glteren Granulome Fettm~ssen, 
die tells membranartig gefalfet sind und feils eine vSllig unregdmggige GesfMt 
aufweisen. Auch diese nicht ph~gocytierten Fettstoffe sind nioht mehr extrahierbar 
und schwach gelblioh gefgrbt. Sie sind nioht basophil, besitzen kein nennenswertes 
l~eduktionsvermSgen und werden nur schwaoh mit  der Perjodsgure- und Per- 
ameisensgure-Schiffreaktion angefgrbt. Eiweil~stoffe lassen sich in ihnen nioht 
nachweisen 
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Abb. 8a u. b. Graaulationsgewebe rnit zentralem, restlichem Nekroseherd 160 Tage ~ach 
Versuchsbeginn. Sabre Phosphatase (Gomori, Inkubationszeit 90 rain), a: Vergr. 20rna]. 
Die Fermentaktivitf~t ist auf das resorbierende Granulationsgewebe beschr~nkt. Im Bereich 
der zentralen Nekrose un4 im entfernteren noch erhaltenen Fettgewebe keine histochemisch 
nachweisbare Phosphataseaktivit~t. b : Vergr. 596mai. Starke Fermentaktivit~t in mono- 
nucle~ren Phagocyten und Igiesenzellen. Die zun~iohst feink5rnigen, den Ort der Enzym- 
aktivitht markierenden Niederschl~ge sind infoige der langen Inkubatio~ der Sohnitte zu 

einem homogenen Prgcipitat zusammengeflossen 
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I n  weiteren Exper imen ten  ermi t te l ten  wir die Fermentaktiviti~t der 
/ettspeichernden Zellen. 

Dabei  ergaben sich folgende Befunde:  

Bei der Nachweisreaktion fiir saute Phosphatase (GoMoxI) traten schon nach 
kurzer Zeit in den phagocy~ierenden Zellen braunschwarze kSrnige Niederschl~ge 

Abb. 9a u. b. Phagocyten 80 Tage ]lath VersuchsbegixXlL. Aminopeptidase (Inkubatioas- 
zeit 90 rnin), a: Vergr. 535mai. b: Vergr. 1070real. Starke Fermentaktiviti~t in den 

ceroidhaltigen Ze]len 

auf, die bei l~ngeren Inkub~tionszeiten zu homogenen Pr~eipitaten zusammen- 
flossen. Die ~nfangs sichtbaren braunschwarzen KSrnchen entspraohen in ihrer 
Gr68e und Anordnung den intraeellul~ren, kleinen, lipidhaltigen Granula. Die 
grolten nicht verarbeiteten Fetttropfen im Cytoplasma der Phagocyten f~rbten sich 
bei der Phosph~tasereaktion nioht an (Abb. 8). 

D~s gleiche Bild ergab die Phosphoamidasereaktion, bei der die phagooytierenden 
Zellen ebenfalls eine starke Aktivit~t zeig~en. 

Ferner beobuchteten wir in den Ph~gooy~en eine ausgepr~gte Aminopeptidase- 
alctivitiit, w~hrend die Fibroblasten und Capillarw~nde nur eine schwaohe (inkon- 
st~nte) Aktivi~t dieses Enzyms aufwiesen (Abb. 9). 
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Die ngheren morphologischen Beziehungen zwischen den CeroidkSrnchen und 
Stellen der Phosphoamidase- und Aminopeptidasea/ctivitSt ]ieBen sich nicht be- 
stimmen, da die derzeitigen histoehemischen Nachweisreaktionen dieser Enzyme 
fiir eine feinere Lok~lisation innerhalb der Zellen ungeeignet sind. ~ur bei der 
Aminopeptidase kSnnte man vielleicht vermuten, dab die Aktivi~gt dieses hydro- 
lytischen Enzymes auch im Bereieh der PigmentkSrnchen ]iegt (Abb. 9). 

Alkalische Phosphatase besaBen die Capillarw~nde und polymorphkernigen 
Leukoeyten innerhalb der Gefi~Blichtungen. Die emigrierten Leukocyten in den 
Gewebssp~lten wiesen dagegen meistens keine alkalische Phosphatase auf. 

Eine deutliche Peroxydaserea/ction gaben die polymorphkernigen Leukocyten. 
Dagegen konnten wit dieses Fermen~ - -  wider Erwarten - -  nicht in den fett- 
verarbeitenden und -speiehernden Phagocyten naehweisen. 

Eine schwache Aktivit~t yon Lipasen und unspezi/ischer Esterase beobachteten 
wir gelegentlieh in den fettspeichernden Zellen. Dieser Befund war jedoeh in- 
konstant und nicht sieher reproduzierbar. Versuche zum Nachweis der fl-Glu- 
curonidaseaktivitgt haben wir nicht durchgefiihrt. 

Die Aktivitgt der hydrolytischen Enzyme trat schon kurze Zeit (am 10. Tag) 
naeh der Quetsehung des Mesenteriums ~uf und blieb dann bis zum 120. Tag 
fast unver&ndert erhalten. 

In den ~l~eren Granulomen (naeh dem 120. Versuchstag) haben wir wegen des 
knappen Gewebsmaterials keine Enzymreaktionen durehgefiihrt. Aus friiheren 
Untersuchungen TM ist jedoch bekannt, dab die Fermentaktiviti~t im FremdkSrper- 
granulationsgewebe lange Zeit (bis zu einem Jahr) nahezu konstant bleibt, so dab 
damit gerechnet werden muB, da~ such bei unseren Experimenten in den glteren 
Resorptionsherden keine Xnderung der Enzymausstat~ung der Phagoeyten erfolgt. 

Diskussion 
Bei der Resorption und  Organisation von hs Fet t -  

gewebsnekrosen des Mesenteriums t re ten in den phagocyt ierenden 
Mesenehymzellen Fe t t t ropfen  auf, die allm&hlieh zu einem gelblichen 
bis gelbbraunen Pigment  umgeformt  werden, das in allen wesentliehen 
morphologisehen und eytochemischen Eigensehaften mi t  dem Hi~mo- 
fusein und Ceroid i ibereinstimmt: Mit Sudanfarbstoffen wird es auch 
im Paraff inschnit t  s tark angefgrbt,  es ist si~urefest und besitzt eine starke 
gelbe Autofluorescenz. 

I. Welche Ri~cksehli~sse ergeben sich aus unseren Beobaehtungen au] die 
chemisehe Zusammensetzung der Pigmentk6rnehen ? (Vgl. Tabelle 1.) 

Wie seit langem bekannt ,  ist das typisehe Ceroidpigment (zwisehen 
dem 35. und 160. Versuchstag) dureh seinen Gehalt  an unl6slichen un- 
ges~ttigten Lipiden gekennzeiehnet,  deren Xthylengruppen mit  der Per- 
ameisens~ure-Sehiff-Reaktion im histologischen Sehnit t  gut  dargestellt  
werden3,4,5,7,s,17,1s,21,~2,3~ 36 Diese ungesgt t igten Fet ts~uren sind 
an ihren Doppelbindungen sehr reaktionsf~hig und  werden sehon dureh 
milde Oxydat ionsmit tel  an den die Athylenliieke bildenden Kohlen- 
s toffatomen angegriffen und oxydiert .  Dabei entstehen Epoxyde,  
Peroxyde,  benaehbarte  Hydroxy lgruppen  sowie Carbonyl- und  sehliel~- 
lich C~rboxylgruppen. Die im Ceroid histochemisch naehweisbaren Per- 
oxyde (Methode von ]DAM und GRANADOS), die Carbonylreste (Sehiffsehe 



Tabelle 1. ~)bersicht i~ber die histochemischen Eigenscha/ten und das /iirberische 
Verhalten der Ceroidk6rnchen 

Eigenfarbe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eigenfluorescenz (Blaulicht) . . . . . . . . . . . . . . .  
F~rbung  mit  Sudan  I I I / I V  (am Paraff inschnit t )  . . . . . .  
F~rbung  mit  Sudan I I I / I V n a c h  Ex t rak t ion  (24 Std) mit  einer 

siedenden Ch]oroform-Methanolmischung . . . . . . . .  

F~rbung  mit  Sudanschwarz  (am Paraff inschni t t )  . . . . .  
Perameisens~ure- Schiffreaktion . . . . . . . . . . . . .  
Perameisens~ure-Schiffreakt ion nach Bromierung . . . . .  
Schiffreaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ameisens~ure- S chiffreaktion . . . . . . . . . . . . . .  
S~urefestigkeit nach ZIE~r,-NE~LSEN . . . . . . . . . . .  
Bakersche Reakt ion  fiir Phosphol ipide . . . . . . . . . .  
Fi~rbung mit  Luxol -Fas t  blue . . . . . . . . . . . . . .  
Nachweis yon Cholesterin (RoMIEC) . . . . . . . . . . .  
Peroxydnaehweis  (DA~ und  G~A~ADOS) . . . . . . . . .  
PAS-Reakt ion  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
PAS-Reakt ion  nach Acetylierung . . . . . . . . . . . .  
PAS-Reakt ion  nach Acetylierung und  Verseifung . . . . .  
PAS-Reakt ion  nach  Diastase . . . . . . . . . . . . . .  
PAS-Reakt ion  nach Hyaluronidase  . . . . . . . . . . .  
F~rbung  mit  To]uidinblau . . . . . . . . . . . . . . . .  
F~rbung  mit  Toluidinblau naeh Methylierung . . . . . . .  
Fi i rbung mit  Methylgriin . . . . . . . . . . . . . . . .  
Metachromasie (Toluidinblau) . . . . . . . . . . . . . .  
Fi i rbung mit  As t rab lau  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Methylenblaubindung bis p ~  . . . . . . . . . . . . . . .  
Eisenbindung (HALE) . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Berliner Blau-l%eaktion . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Redukt ions tes t  ( CII~VREMO:NT - FI%]~ D]~l%IC ) . . . . . . . . .  
Redukt ions tes t  (CY[EVREMONT-FR]~D]~EIC) nach  KCN . . . .  
Redukt ions tes t  (C~vREMO~T-FI~D~RIC) n~ch HgCI~ . . . 
Silberimpri~gnation naeh  MASSON . . . . . . . . . . . .  
Te t razoniumreakt ion  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Te t razoniumreakt ion  naeh  Benzoylierung . . . . . . . . .  
Millonsehe l%eaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Argininreakt ion (SAxAGUCm) . . . . . . . . . . . . . .  
Ninhydr in-  Schiffreaktion . . . . . . . . . . . . . . . .  
Sulfhydrylnaehweis  naeh  :BARNETT und  SELIGMAN . . . . .  
Sulfhydrylnaehweis  nach  BARNETT und  SELIGMAN nach  KCN 
F~rbung  mit  Fas tgreen  . . . . . . . . . . . . . . . .  

H/~matoxylin-Eosin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

van  Gieson . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Bindegewebsf~rbung n~ch MASSON . . . . . . . . . . . .  

gelblich 
+ + (hellgelb) 

§ 2 4 7  

+ + + (unver- 
/~ndert) 

+ §  
.4.§ 
0 

(+) 
(~) 

-4--4--4- 
0 

(+) 
0 
0 

§ 
0 

§ 
§ 2 4 7  
-4-§ 
4- -4- 
0 

-L,4, 
0 
0 

3,5--3,9 
(+) 
0 

§ 
(+) 

0/(+) 
-4-+ 
0 

(-4-)* 
(-4-)* 
(+)* 
(+) 
(+) 
§ 

gelbbraun bis 
braunrSt l ich 

ge lbbraun  
dunkelviolet t  

Fermentnachweise : 
Saure Phospha tase  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  + + + 
Phosphoamidase  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  + + + 
Alkalisehe Phospha tase  . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 
Unspezifische Esterase  . . . . . . . . . . . . . . . . .  (+) 
Lipase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  (+) ? 
Aminopept idase  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  + 
Peroxydase  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 

Die Angaben  beziehen sich auf ein Entwiek lungss tad ium des Ceroids, das e twa 
dem 46.--80. Versuchstag entspricht .  

Reakt ion:  + + + sehr stark,  + + stark,  + deutlich positiv, (+)  inkons tan t  oder 
schwach, 0 neg~tiv. * gelegentlich eindeutig neg~tiv, manchmM eindeutig positiv. 
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Reaktion) und ~-Glykolgruppen (PAS-Reaktion) dfirften daher bei der 
vorsichtigen Oxydation dieser ungess Verbindungen entstanden 
sein. Aueh die Ss (F~rbung nach ZIEHL-NEsLS~N), die 
Aciditi~t (Basophilie) und das Reduktionsverm6gen (Ferriehlorid-Ferri- 
cyanidmethode) mfissen somit aui die Lipidkomponente des Pigmentes 
bezogen werden. F fir das Vorkommen yon Phospholipiden oder Chole- 
sterin ergeben sich keine Anhaltspunkte. 

Ws heute ~llgemein anerkannt  wird, dab ungess Fett- 
stoffe einen wesentlichen Baustein des Ceroids darstellen, gehen die 
Meinungen z.Z.  auseinander, ob die Pigmentk6rnehen noeh andere 
Substanzen enthalten. So vermuten Moo~]~ und WANG a:, ENDICOTT und 
LILLIE 9, sowie GYS~GY und GOLDBLATT TM, da~ im Ceroid noch ein Ei- 
wei[3baustein enthalten ist. In  der jfingsten Zeit weisen ZOLLr~CE~ aa 
sowie LEBLOND und Mitarbeiter ~7 auf die M6glichkeit hin, d~l~ such 
Glylcoproteide am Aufbau dieses Pigmentes beteiligt sind. Demgegen- 
fiber sieht CASS~LMAN a in ungesi~ttigten Fetts~uren und ihren Oxy- 
dations- und Polymerisationsprodukten den alleinigen Baustein des 
Ceroids. Ffir das Vorkommen yon Proteinen oder Kohlenhydraten 
ergeben sich nach seiner Meinung keine zwingenden Anhaltspunkte. 

I m  Gegensatz zu ~lteren Beobachtungen konnten wir nunmehr mit  
modernen Methoden neben den Lipiden auch Eiweil~stoffe in den Ceroid- 
kSrnchen nachweisen. Hierffir spricht hauptsiichlich die stark positive 
Tetrazoniumreaktion, welche das Vorkommen yon aromatischen Amino- 
s~uren anzeigt. Der Gehalt des Pigmentes an hydrolytischen Enzymen, 
und zwar besonders an saurer Phosphatase, ist ebenfalls als Hinweis auf 
einen Proteinbaustein zu werten. Ein Tell dieser Eiwei~stoffe dfiffte 
daher Fermenteiweil~ darstellen. Eine weitere Charakterisierung des 
EiweiBbausteines konnte mit  den derzeit zur Verffigung stehenden Me- 
thoden nicht vorgenommen werden. I)a quantitative Aussagen ~uf 
Grund histoehemischer Untersuehungen nur in beschrs Umfang 
m6glich sind, k6nnen vorerst keine ns Angaben fiber das Mengen- 
verh~ltnis der Proteine und Lipide zueinander gemacht werden. Die 
bisherigen Beiunde weisen jedoch darauf hin, dal3 der Lipidbaustein 
m e n g e n m ~ i g  den Eiweil]anteil erheblich fibertrifft. Ffir die quanti- 
tat ive Zusammensetzung der Ceroidk6rnchen dfirften die nachgewiesenen 
Proteine daher nur eine untergeordnete Rolle spielen. 

Auf den ersten Blick ist es nun merkwiirdig, dab andere histochemisehe Eiweiii- 
reaktionen, wie der Ninhydrin-Sehiff-Test, der Argininnaehweis und die Millonsehe 
Probe uneinheitlich ausfallen (vgl. Tabelle 1). Hierfiir lassen sieh zwei Grtinde auf- 
iiihren: Erstens entstehen bei den l~/achweisreaktionen fiir Arginin und Tyrosin im 
histologischen Schnitt in der Regel nut schwaehe F~rbungen, die sehr leieht yon 
der Eigenfarbe der Gewebsstrukturen iiberdeckt werden. Bei den ~lteren Pigment- 
ablagerungen ist es daher gar nicht zu erwarten, dab diese Eiweil~reaktionen 
verwertbare Ergebnisse ]iefern. Zweitens wird die Reaktionsfiihigkeit der Proteine 
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dutch die Mischung mit oxydierten Fetten ~nscheinend vergndert, so dab sie z.B. 
auch keine Biuret-Re~ktion geben, wie I-Ir, IDE~XEICJ~ und SIEBERT 2s am Lipo- 
fuscin gezeigt haben. Wir konnten diese Beobachtung bestgtigen und fanden auBer- 
dem, dab sich die Lipofuscinpigmente auch bei dem l~inhydrin-Schiff-Test nicht 
anfgrben, obwohl an ihrem Eiweil~gehalt gar kein Zweifel bestehen kann. 

Demgegeniiber erzielt man bei der Tetrazoniumreaktion fiir aromatische 
Aminos~iuren eine sehr kr~ftige rotbraune Farbe, die auch bei gefgrbten Strukturen 
gut sichtbar ist. Vor Mlem aber wird die Kupplungsfghigkeit der aromatischen 
Aminos~turen durch die Mischung mit Fetten offenbar nicht so leicht beeintri~chtigt, 
wie es bei den anderen histochemischen l~eaiktionen fiir Aminosguren und EiweiB- 
stoffe der Fall is~. Fi~r die yon B~STOXE 2 angegebene MSglichkeit, dab bei der 
Tetrazoniumreaktion auch unspezifische Adsorpt.ionen erfolgen, haben wir bei 
unseren Untersuchungen keine Anhaltspunkte gewonnen. 

Die positive PAS-Reaktion des Ceroids27, 43 und die gelegentlich zu 
beob~chtende Anf/~rbung mit Mucicarmin oder Bestschem C~rmin s, 10 
haben bereits frfiher die Frage aufgeworfen, ob die Pigmentgranula nicht 
vielleicht auch einen Kohlenhydratb~ustein enthalten, zumM das Ergeb- 
nis der reversiblen Acetylierung zeigt, d~13 der Perjods/~ure-Schiff-l~eak- 
tion 1,2 Glykolgruppen zugrunde liegen. Es ist jedoeh bekannt 25, d~13 bei 
der vorsichtigen Oxydation ungesgttigter Lipide an die Athylengruppen 
zwei Hydroxylgruppen angel~gert werden k6nnen. Es entstehen Dioxy- 
carbons~uren, die genau wie Polysaceharide an den ben~chbarten 
Hydroxylgruppen ~ngegriffen und unter Aldehydbildung oxydiert 
werden. Eine positive Perjods~ure-Leuko~uchsimReaktion kann daher 
nnr dann als Zeichen ffir das Vorliegen eines Kohlenhydr~tbausteines 
gewertet werden, wenn in dem untersuc]hten Gewebselement keine Lipide 
vorkommen, oder wenn die vorhandenen Lipide vorher aus dem Schnitt 
entfernt werden 12, as, 4~. Wie bereits betont, gelingt es jedoeh nieht, den 
Fettbaustein des Ceroids aus dem Schnitt zu extrahieren. Die entschei- 
dende Voraussetzung ffir die Bewertung der PAS-Reaktion als Kohlen- 
hydrattest,  namlieh die Abwesenheit yon Fettstoffen, ist somit nicht 
gegeben. 

Wenn man weiterhin in gechnung stellt, dab der Fettkomponente 
des Ceroids zweifellos ungesgttigte Lipide zugrnnde liegen, und dab 
Oxydationsvorggnge bei der Entwicklung des Pigmentes eine Rolle 
spielen, so ist die Annahme n~heliegend, dab die mit der PAS-Reaktion 
naehgewiesenen ~-Glykolgruppen bei der Oxydation dieser Fettstoffe 
entstanden sind. 

Allerdings kann an Hand unserer Versuehe vorerst nioht mit vSlliger 
Sicherheit ausgesehlossen werden, dab neben den ungesgttigten oxydier- 
ten Lipiden auch nooh ein eiweiltgebundener Kohlenhydratbaustein vor- 
handen ist, wie es in jiingsterZeit erneut yon LEOPOLD und Mitarbeitern =~ 
vertreten wird. 

Wir gelangen somit in Ubereinstimmung mit C~SSELMA~ ~, PEAUS~ as 
und Go=oaI 1~ zu der Ansieht, dab die im Ceroid naehweisbaren ~-Glykol- 
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gruppen an den Lipidbaustein des Pigmentes gebunden sind. Ein PAS- 
positives eiweifigebundenes Polys~ceh~rid diirfte demgegenfiber - -  falls 
es fiberh~upt vorhanden ist - -  nur eine untergeordnete l~olle spielen. 

Abb.  10 

Abb .  11 

Abb .  10. Cero idha l t ige  Zellen 230 Tage  n a c h  Ver suchsbeg inn ,  S c h w a c h e  Igiernf~rbu~kg m i t  
Coe le s t i i l b l au -H~malaun .  P a r a f f i n s c h n i t t .  Vergr .  640real .  P h o t o m i k r o s k o p  (Zeiss). 

Deut l iche  G e l b b r a u n f ~ r b n n g  der  P i g m e n t k S r n c h e n  
Abb .  11. P h a g o c y t e n  230 Tage  n a c h  Ver suchsbeg inn .  F~orbung m i t  S u d a n  I I I / I V  a m  
P a r a f f i n s c h n i t t .  S c h w a c h e  I~ernff~rbung m i t  t t ~ m a t o x y l i n .  Vergr .  400real .  P h o t o m i k r o -  
skop  (Zeiss). Die PigmentkSrnchex~ s ind  n i c h t  m e h r  s u d a n o p h i h  Sie b i n d e n  n u t  n o c h  

S p u r e n  des  F e t t f a r b s t o f f e s  u n d  s i ad  d a n k  ih re r  b r h u n l i c h e n  E i g e u f a r b e  e r k e n n b a r .  
N u r  die aToften, unvo t t s t~nd ig  v e r a r b e i t e t e n  F e t t t r o p f e n  w c r d e n  r o t  a u g e f ~ r b t  

H. Wie iindern sich die histochemischen Eigenscha/ten des Ceroids im 
Lau/e .~einer Alterung ? (Vgh Tabelle 2.) 

Der Fettbaustein, der zun~chst, genau wie die Neutralfetttropfen in 
den Fettzellen des Mesenteriums, leieht ]Sslich ist~ verliert allm/~hlieh 
seine L6slichkeit. Naeh 4 ~ 7  Tagen bleiben bereits einige intracelluliire 
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Fetttropfen trotz der Paraffineinbettung im Schnitt erhalten (Abb. 1), 
und naeh 4--6 Woehen kSnnen die Granula selbst mit siedenden orga- 
nischen LSsnngsmitteln nicht mehr aus dem Gewebe extrahiert werden 
(Abb. 2). 

Die Fett tropfen sind in den ersten Woehen und Monaten sehr deut- 
lich sudanophil. Mit allen typisehen Fettfarbstoffen kSnnen sic im 
Gelatine- oder Paraffinschnitt gut dargestellt werden. Naeh dem 160. Ver- 
suehstag nimmt ihre Affinitat ffir Fettfarbstoffe jedoeh allmahlieh ab, 
um sehliel~lich (naeh 230 Tagen) fast ganz zu versehwinden (Abb. 11). 

Die anfangs ungefarbten Fett tropfen nehmen mit zunehmender 
Alterung eine Eigenfarbe an. Schon 10--14 Tage naeh dem Versuehs- 
beginn zeigen sic einen ganz schwach hellgelbliehen Farbton, der sieh in 
der folgenden Zeit allmahlieh verstarkt. Nach 7--8 Monaten besitzen 
sic dann eine deutliehe gelbe bis gelbbraune Farbe (Abb. 10 und 11). 
Etwa synehron mit der Eigenfarbe tr i t t  die Autofluorescenz des Pig- 
mentes auf. Sic ist nach l0 Tagen sieher erkennbar und weist eine 
schwaehe gelbliehwei[3e Farbe auf (Blaulieht). In den nachsten 
Monaten wird die Eigenfluoreseenz erheblieh starker und erreicht nach 
etwa 100--190 Versuchstagen ihr Intensitatsmaximum. Die KSrnchen 
leuchten dann im Blaulieht hellgelb auf. Spater nimmt die Auto- 
fluorescenz der Pigmentgranula wieder ab und geht dabei in einen 
mehr braunen Farbton fiber. 

Die Perameisensgure-Leulco]uchsin.Rea/ction ffir Xthylengruppen ist 
yon Anfang an positiv nnd nimmt im Laufe der Alterung nur gering- 
gradig zu. Dagegen kSnnen ~-Glykolgruppen mit der Perjodsaure- 
Leukofuchsin-Technik am r Versuchstag nur in geringem Umfang nach- 
gewiesen werden. Die Reaktionsf~higkeit mit Perjodsaure nimmt bis 
zum 46. Tag erheblieh zu und bleibt dann bis zum 230. Versuchstag 
unverandert stark bestehen. Bei der Prfifung der Sgure/estiglseit (ZIEI~L- 
NEELSEN) werden die unl6sliehen FetttrSpfchen sehon naeh 4-Tagen 
deutlieh rot gefarbt. Im Laufe der nachsten 6 Woehen kommt es zu einer 
erheblichen Verstarkung dieser Farbreaktion, die sich dann vom 46. bis 
230. Versuchstag nieht mehr andert. Peroxyde kSnnen unmittelbar naeh 
der Phagoeytose der Fettstoffe nachgewiesen werden. Die l%roxyd- 
reaktion wird dann aber al!mahlich abgesehwi~cht und ist vom 46. Ver- 
suchstag an negativ. Aromatische Aminosi~uren lassen sich mit der 
Tetrazoniumreaktion erst nach 13 Tagen nachweisen. Bis zum 80. Ver- 
suchstag nimmt die Intensitat  der Tetrazoniumreaktion zu und bleibt 
dann ohne erkennbare Veranderungen erhalten (Abb. 7). 

Die Fett tropfen sind anfangs nicht basophil und vermSgen in den 
ersten Versuchstagen selbst bei log 4,5 kaum Methylenblau zu binden. 
Nach 7--8 Monaten la$t sieh ihre Methylenblaubindefiihigkeit dagegen 
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bis pg 3,0 verfolgen (Abb. 3). In entsprechender Weise wird ihre An- 
f&rbbarkeit mit Toluidinblau erheblieh verst~rkt (Abb. 4). 

Das zun~ehst nur schwache Redulctionsvermggen bei der Ferrichlorid- 
Ferricyanid-Reaktion nach Cg~V~EMO~T-F~D~RIC nimmt gleiehfalls 
allm~hlich zu und ist nach 7--8 Monaten sehr deutlich ausgepr&g~ 
(Abb. 6). Vom 190. Versuchstag an besitzen die Granula sogar die aus- 
gepr/~gte Fghigkeit, Silbernitrat zu reduzieren, und die gltesten Pig- 
mentk5rnchen (230 Tage) werden bei der Silberimpr~tgnation n~ch 
~][ASSO~-HAMPERL tier braunschwarz gef~rbt (Abb. 5). 

Im Gegensatz zu diesen Xnderungen der f~rberisehen und histo- 
ehemischen Eigenseh~ften der Pigmentgr~nula bleibt die Fermenta/cti- 
vi~t der phagoeytierenden Zellen im Rahmen der Fehlerbreite unserer 
Nachweisverfahren konstant. 

Die bei unseren Versuchen gewonnenen Daten tiber den Entwiek- 
lungsablauf des Ceroids diirften allerdings nur hinsiehtlieh der Art seiner 
Alterung Allgemeingfiltigkeit besitzen. Dagegen kann die Gesehwindig- 
/ceit, mit der die Umwandlung des Pigmentes erfolgt, zun~tehst nnr auf 
die yon uns gewghlten Versuchsbedingungen bezogen werden. Es ist 
durehaus denkbar, d ~  die Zeit, welche fiir den Umbau der Fettstoffe 
benStigt wird, yon der Art des Organs abh~ngt, in dem dis Speieherung 
erfolgt. Aul~erdem spielt sicher das Ausma6 der Gewebsschgdigung und 
der Blutung eine l~olle, welehe mit der Bfldung der Pigmente einhergehen. 

Die cytoehemischen Ver~nderungen, die das Ceroidpigment im Laufe 
seiner Alterung erf~hrt, erkl~tren zwanglos die T~ts~che, dal~ nieht selten 
die im Gewebe dieht nebeneinanderliegenden und morphologiseh weit- 
gehend iibereinstimmenden Lipopigmente versehiedene histochemisehe 
Eigensehaften besitzen. So finder man z.B. in Mesenehymzellen des 
Ovars gelegentlich eisenfreie, fetthaltige Pigmente, die sieh dureh die 
Intensitgt ihrer Eigenfarbe, ihre Sudanopbilie, ihr ReduktionsvermSgen, 
ihre Basophilie usw. deutlieh voneinander unterseheiden. Die weehseln- 
den Eigenschaften der PigmentkSrnchen lassen sieh jedoch ohne weiteres 
in das bier wiedergegebene Entwieklungsschem~ einordnen. Es ist daher 
der Sehlu~ gereehtfertigt, d~13 diese Untersehiede nieht der Ausdruck 
einer gro6en Vari~tionsbreite in der chemischen Zusammensetzung 
dieser Pigmente oder g~r Hinweise anf das Vorliegen grunds/itzlieh ver- 
sehiedenartiger Pigmenttypen sind, sondern nur versehiedene Ent- 
wieklungsstadien ein und desselben Lipopigmentes d~rstellen. 

Wenn man z.B. zwei Wochen und aeht Monate alte Ceroidgranula 
nebeneinanderstellt (s. Tabelle 2), so findet man grundversehiedene Cyto- 
plasmaeinschliisse, die seheinbar nichts miteinander zu tun haben, bei 
denenes sieh jedoeh in Wirldiehkeit nur um weit ~usein~nderliegende 
Altersstufen des gleiehen lipogenen Pigmentes handelt. 

Virchows Arch. Bd. 331 24 
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Auch die recht divergierenden Angaben frfiherer Untersucher werden 
in Anbetracht dieser Beobachtungen ohne weiteres verst/~ndlieh. Denn 
es liegt auf der Hand, dM3 die am Sektionsmaterial oder im TierexperL 
ment gewonnenen Befunde verschieden ausfallen mfissen, je nachdem 
welches EntwicMungsstadium des Ceroidpigmentes jeweils untersucht 
worden ist. 

Diese sozusagen ,,physiologischen" ~nderungen der chemischen 
Eigensehaften des Ceroidpigmentes, wie die zunehmende Umwandlung 
des Fettbausteines und der steigende GehMt an Eiweigstoffen, er- 
schweren natfirlieh die chemisch-analytisehe Untersuchung dieses Pig- 
mentes. Aneh bei der Isolierung dieser gef~rbten Struktnren dtirfte es 
kaum mSglieh sein, ein einheitliches Produkt zu gewinnen, da im Gewebe 
fast immer Pigmentgranula verschiedener Altersstufen dieht beieinander 
liegen. 

I I I .  In  welcher Weise lassen sich diese A'nderungen der histoehemisehen 
Eigenscha#en des Ceroidpigmentes erklSren ? 

Die bei der Resorption des nekrotisehen Fettgewebes und der Blu- 
tungsreste in den phagocytierenden Bindegewebszellen auftretenden 
Fetttropfen stimmen zun~chst in ihren cytoehemisehen Eigenschaften 
vSllig mit den Fetteinsehliissen der lebenden Zellen des Mesenteriums 
fiberein. Die weitere Umwandlung dieser intraeelluli~ren Lipidk~ugeln Ig/3t 
sich zum gro/3en Tell erkli~ren, wenn man yon der Annahme ausgeht, daft 
diese ungesiittigten, an ihren Athylengruppen leieht angrei/baren Lipide 
bei ihrer Speieherung im Cytoplasma allmiihlich oxydiert werden 3, 4, 5,7,iv, 
ls, 22, 35, 36. Die hierbei entstehenden verschiedenen Oxydationsstufen, 
wie Peroxyde, ~-Glykolgruppen, Carbonyl- und Carboxylgruppen sind 
histoehemisch in den lipidhaltigen Granula naehweisbar. W/~hrend nun 
die unstabilen Zwisehenprodukte dieser 0xydationsvorghnge im Laufe 
der Alterung des l~ mehr oder weniger schnell verschwinden, 
kommt es allm/~hlieh zu einer Anreieherung der weniger gut angreifbaren 
Gruppen und zwar besonders der Carboxylgruppen, welehe so die zu- 
nehmende Basophilie der Ceroidgrannla verurs~ehen. Aueh die Reduk- 
tionsf/~higkeit des Ceroids diirfte an die ~thylengruppen der Lipide bzw. 
ihre Oxydationsprodmkte gebunden sein. 

Ob den Ver/~nderungen der CeroidkSrnehen allein ein oxydativer 
Umbau der unges/~ttigten Fettstoffe zugrunde liegt, 1/~13t sich allerdings 
noeh nieht sieher entseheiden. Es w/~re denkbar, dab auBerdem Weehsel- 
wirkungen zwischen dem Fettbaustein bzw. seinen Oxydationsprodukten 
und der EiweiBkomponente eine Rolle spielen. Und sehlieBlieh muB aueh 
die M6gliehkeit einer Umwandlung der Proteine in Betraeht gezogen 
werden. 

So 1/~Bt sieh heute die Frage noeh nieht eindeutig beantworten, 
worauf die zunehmende UnlSslichkeit des Fettbausteines beruht. Besonders 
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naheliegend ist die Vermutung, dab die unges~ttigten Fetts~uren nicht 
nur oxydiert, sondern auch polymerisiert werden und dabei ihre L6slich- 
keit verlieren 3, 4, 22. Anderseits kSnnte auch eine Bindung der Lipide an 
EiweiBstoffe ihre LSslichkeit in Fettlbsungsmitteln beeintr/~chtigen 9, s0, 37 

Von besonderem Interesse ist die allmghlich auftretende Gelbbraun- 
fiirbung der Ceroidgranula. Da die Eigenfarbe des Pigmentes weder durch 
organische L6sungsmittel, noch durch SKuren, Alkali oder Oxydations- 
mittel aus dem Sehnitt entfernt werden kann, besteht die MSgliehkeit, 
dab dieser F~rbung Oxydationsprodukte der Fetts/~uren zugrunde 
liegen 4. Dieser Auffassung steht die Ansicht einiger Autoren entgegen, 
welche die Eigenfarbe der Lipopigmente auf einen besonderen, an EiweiB- 
stoffe gebundenen Farbstoff zurfickiiihren 1, sT. An Hand der bisherigen 
Experimente kann diese Frage noeh nicht gekl~trt werden. 

Und sehlieBlich muB es vorerst offenbleiben, ob die gelbliche Eigen- 
fluorescenz an den EiweiBbaustein des Ceroids gebunden ist und nur 
infolge der Eigenfarbe des Pigmentes den kennzeichnenden gelblichen 
bis gelbbraunen Farbton erhglt, oder ob es sich urn eine Autofluorescenz 
der oxydierten Fette handelt. 

IV. lYelche Beziehungen bestehen zwischen dem Ceroidp@nent und 
anderen Lipopigmenten ? 

Uberblickt man die histochemischen und morphologischen Eigen- 
sch~ften des Hi~mo/uscins und des Ceroisls, so f~llt die weitgehende Uber- 
einstimmung zwischen diesen Pigmenten ins Auge. Auch hinsichtlich 
ihrer Pathogenese stimmen sie insofern iiberein, als bei ihnen Blutungen, 
bzw. ein H~moglobinzerfall, h~ufig (jedoch nieht immer) eine wesentliche 
Rolle spielen. Wir m6chten daher in Anlehnung an P~ARS~ 3s und 
ZOLLI~GE~ 4s die alte Bezeichnung ,,It~mofuscin" mit dem neuen Begriff 
,,Ceroid" identifizieren. Da es bekannt ist, dab diese Pigmente maneh- 
mal ~uch un~bh~tngig yon Blutungen auftreten, scheint es allerdings 
zweckm/~Big zu sein, den prgjudizierenden Namen ,,tt~tmofuscin" zu 
verlassen nnd an seiner Stelle den die f~rberischen und ehemischen 
Eigensehaften besser kennzeiehnenden I~amen ,,Ceroid" zu w~hlen. 

Auf die enge Verwandtschaft zwischen dem Lipo[uscin und dem 
Ceroidpigment (einschliefilich Hi~mo[usein) ist in den verg~ngenen Jahren 
wiederholt hingewiesen worden. So vermutet  PEARSE *S, daB es sich bei 
dem Ceroid und Lipofusein nur um verschiedene Entwicklungsstufen ein 
und desselben Pigmentes handeln wiirde. Das Ceroid soll nach der An- 
sicht dieses Autors ein junges Lipopigment, das Lipofuscin eine spgtere 
Entwicklungsstufe darstellen. Von anderen Untersuchern wird dagegen 
die M6gliehkeit in Betraeht gezogen, dab sieh das Lipofuscin in ein 
ceroidartiges Pigment umwandeln k6nnte ~6, 43. 

Unsere Befunde zeigen gleichfalls die engen histochemisehen t~e- 
ziehungen zwisehen diesen beiden Pigmenttypen. Beide Pigmente sind 

24* 
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dutch ihren GehMt an Proteinen und schwer 16slichen oxydierten Fett- 
stoffen gekennzeiehnet. Dariiber hinaus zeigen die ~lteren Ceroid- 
pigmente Eigensehaften, die wir yon dem alten Lipofuscin mensehlicher 
Organe kennen: Sie besitzen eine gelbbraune Eigenfarbe, ein deut- 
liehes ReduktionsvermSgen und eine ausgepr~gte BaSolohilie. Das 
Ceroid gewinnt bei der Alterung also eine Reihe yon Eigenscha/ten, die/i~r 
das typisehe Lipo/uscin lcennzeichnend sind. 

Gegen die Einheitlichkeit dieser Pigmente sprieht jedoeh, dab der 
EiweiBbaustein des Ceroids mengenmiiBig nur eine untergeordnete Rolle 
spielt, w~hrend Proteine bei der Genese des Lipofuseins yon Anfang an 
im Vordergrund stehen 1, 2a. Wenn man weiterhin berficksiehtigt, dab 
diese beiden Pigmenttypen in morphologiseh sehr verschiedenartigen 
Zellen abgelagert werden, ni~mlieh das Lipofuscin in Parenchymzellen, 
das Ceroid (und H~mofusein) in Phagocyten, so seheint es zwec/cmS]3ig 
zu sein, vorerst nut yon einer Verwandtschafl, nicht abet von einer Identit~t 
dieser Pigmente zu spreehen. 

V. Welche Hinweise ergeben sich au/ die lcausale Genese des Ceroid- 
pigmentes ? 

Unsere Versuche besti~tigen die yon DYx (FEYR~ER) 6, tIAI~TROFT 21, 
HAMPEgL 2~ LEE 2s, sowie ZOLLI~GER aa vertretene Auffassung, dab das 
Zusammentreffen yon Fettgewebsnekrosen und Blutungen besonders 
giinstige Voraussetzungen fiir dig Entstehung dieses Pigmentes seh~fft. 
Aueh bei den vorliegenden Experimenten fiihren der Abbau groBer 
Fettmengen und die gleichzeitige Durehsetzung dieser Gewebsbezirke 
mit Blutungen zu umfangreiehen Ceroidablagerungen. O//enbar be- 
giinstigt das /rei werdende Hdmoglobin die Oxydation der im Fettgewebe 
vorhandenen ungesgttigten Fettsguren, die dabei zu einem Pigmen~ um- 
gewandelt werden. 

Allerdings dfirfen wir daneben nicht die alctive Leistung der phago- 
cytierenden Zellen vergessen, ttierfiir sprieht zun~chst die Beobaehtung , 
dab die intraeellul~ren, feingranuls Fetttropfen, welehe naturgem~B 
ffir die Zellen am leiehtesten angreifbar sind, am sehnellsten zum Pigment 
umgewandelt werden. Dagegen werden die groBen intracellul~ren Fett- 
kugeln, welche mit der zunehmenden Alterung der Granulome immer 
seltener zu finden sind, yon den Phagoeyten wegen ihrer GrSBe lang- 
samer verarbeitet als die feinen Tr6pfehen. Sie werden daher sehr 
viel sp~ter un]Sslieh und pigmentiert. Nach 230 Versuehstagen zeigen 
diese groBen Fetttropfen Eigensehaften, wie man sit bei den kleinen 
Tr6pfehen bereits nach 2--3 Woehen findet. 

I%eh langsamer erfolgt die Oxydation der extraeelluli~ren Fett- 
massen, die erst naeh einer sehr langen Versuchsdauer hSchstens eine 
ganz schwache gelbliehe Farbe annehmen. Auch die anderen kennzeieh- 
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nenden Eigenschaften des Ceroidpigmentes, wie die Basophilie und das 
ReduktionsvermSgen, sind bier nur andeutungsweise vorhanden. 

Fiir eine aktive Beteiligung der Zellen an der Bfldung des Pigmentes 
ls sich ferner ihre starke Enzymaktivitgt ins Feld ffihren, die kurze Zeit 
nach tier Phagocytose auftritt. Die fettspeichernden Mesenchymzellen 
besitzen dann eine ausgeprs Aktivit~t hydrolytischer Fermente, 
und zwar yon saurer Phosphatase, Phosphoamidase und Aminopepti- 
dase, die ws der Verarbeitung der Lipide unvers bestehen 
bleibt. 

Diese Beobachtung steht im Einldang mit Befunden, die wir bei der 
Untersuehung versehiedener experimentelI erzeugter Fremdk5rper- 
granulome erhoben haben. Die mononuele~ren Phagoeyten und t~[esem 
zellen besal~en bei diesen Versuehen ebenfalls eine ausgesprochene Akti- 
vitgt yon saurer Phosphatase, Phosphoamidase, Aminopeptidase und 
fi-Glucuronidase, also sozusagen die enzymatisehe Standardausriistung 
des Makrophagen is. Aueh im Ceroidpigment mensehlieher Organe fanden 
wir unlangst saure Phosphatase und gelegent]ieh aueh unspezifisehe 
Esterase 18. 

Da in den vorliegenden Untersuehungen das nekrotische Fettgewebe 
und die Blutungsreste von einem resorbierenden FremdkSrpergranula- 
tionsgewebe abgebaut werden und die Umwandlung der Fettstoffe in 
typisehen Phagocyten und FremdkSrperriesenzellen erfolgt, diirfte die 
histochemisch nachweisbare Fermentaktivit~tt in den fettverarbeitenden 
Zellen die gleiehe Ursaehe haben wie in den Phagoeyten der anderen 
experimentell erzeugten FremdkSrpergranulome. Wir mSehten daher 
die Enzymausstattung dieser Zellen ebenfalls als Zeichen ihrer gesteiger- 
ten Stoffweehselleistungen und ihrer erh5hten funktionellen Beanspru- 
ehung ansehen. Aueh ihre Fermentaktivit~t sprieht somit dafiir, dab 
sie eine Aufgabe bei der Verarbeitung des gespeicherten Fettes zu er- 
fiillen haben. Genau wie bei den Gewebsreaktionen auf andere Fremd- 
kSrper ergeben sieh histochemisch jedoch keine Anh~ltspunkte ffir eine 
adaptive Enzymbildung in den phagoeytierenden Zellen 18. 

VI. Wie verhalten sich die bei der hgmorrhagischen Fettgewebsne/~rose 
au/tretende Eisenpigmente ? 

Neben dem Ceroidpigment fanden sich im Bereieh der h~morrhagi- 
sehen Fettnekrosen im wechselnden Umfang aueh Ablagerungen yon 
Eisenpigmenten. So war die Berliner Blau-geaktion im Cytoplasma 
einiger Phagoeyten sehon naeh 4 Tagen positiv, und naeh 8--10 Tagen 
waren bereits die ersten typischen EisenpigmentkSrnehen zu sehen. 
W/~hrend sich die fettverarbeitenden und eisenspeichernden Zellen in 
der Regel gut voneinander abgrenzen lieBen und h~ufig sogar in ganz 
verscbiedenen Gewebsbezirken lagen, beobaehteten wir gelegentlich aueh 
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Phagoeyten, die Fettstoffe und Eisen dicht nebeneinander in ihrem 
Cytoplasma abgelagert ha.tten. 

Von besonderem Interesse war der Vergleich des CeroidkSrnchens 
mit der organisehen Tr~gersubstanz des Eisenpigmentes. In frfiheren 
Untersuehungen hatten wit gefunden, dab die Tr~gersubstanz der 
Siderinpigmente - -  ebenso wie die anderen Schwermetallverbindungen-- 
neben Proteinen und Polysacchariden auch dem Ceroid nahestehende 
Lipide enthalt. Der l%ttbaustein wird bei der Entstehung dieser Pig- 
mente jedoch sparer gebildet als die EiweiB- und Kohlenhydratkompo- 
nente und tr i t t  auch quantitativ hinter diesen beiden anderen organisehen 
Substanzen zurfick 1~. 

Die ehemische Zusammensetzung der Tragersubstanz war - -  soweit 
sic mit histoehemischen Methoden erfal]t warden konnte - -  weitgehend 
unabhangig yon der Art des gespeicherten Schwermetalles und yon den 
Organen und Geweben, in denen die Schwermetallablagernngen effolg- 
ten 1~. Diese Befunde spraehen (neben anderen Beobachtungen) ffir die 
Annahme, dab der organische Antefl der Sehwermetallpigmente yon den 
speichernden Zellen aktiv gebildet wird und nicht einen Seh]ackenstoff 
darstellt, der bei dem Abbau des Blutes oder des Gewebes anfallt und 
nur zusammen mit dem jeweiligen Metallkation gespeichert wird. - -  
Demgegenfiber vertrat  WEBER tl die Auffassung, dab dem organischen 
Restk6rper des ttamosiderins Ceroid bzw. H~mofuscin zugrunde liegt, 
das ohnehin stets bei Blutungen entstehen wiirde. Nach der Entfernung 
des Eisenhydroxydes aus dem histologischen Schnitt soll nach der 
Meinung dieses Autors in den eisenspeiehernden Zellen nur eine Art yon 
Ceroidpigment zurfickbleiben. 

Fiir die Untersuchung dieser Fragen ist die hamorrhagische Fett- 
gewebsnekrose besonders gut geeignet, wail bei der Resorption des nekro- 
tischen Fettgewebes sehr reiehlieh Fettstoffe abgebaut nnd zum gro~en 
Tell als Ceroidpigment gespeichert werden. Ware die Annahme yon 
WEBEa ~1 richtig nnd wiirde der organisehe RestkSrper einen phagocy- 
tierten Schlackenstoff darstellen, so mfil~te er unter diesen Versuchs- 
bedingnngen mit dem Ceroid iibereinstimmen. Nach der Extraktion des 
Eisens aus dem histologischen Sehnitt dtirfte man dann die eisenfreie 
Tragersubstanz des Hamosiderins nicht yon dem Ceroidpigment unter- 
seheiden kSnnen. 

Das ist jedoeh nieht der Fall. In Ubereinstimmung mit unseren 
alteren Befunden t r i t t  aueh bei diesen Experimenten der Lipidbaustein 
des Eisenpigmentes spater in Erseheinung als die Eiweil~- und Polysac- 
charidkomponente nnd ist auch bei alteren Eisenablagerungen nieht 
stark ausgepragt. Demgegeniiber steht der Fettbaustein bei dem Ceroid 
yon Anfang an v611ig im Vordergrnnd. In jiingeren Granulomen findet 
man daher neben dem stark sudanophilen Ceroid die v611ig fettfreie, 
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PAS-positive, organisehe Tr~gersubstanz des Hs Erst ganz 
allm&hlich lassen sieh in den Eisenpigmenten in geringerem Urn:fang auch 
Lipide nachweisen, und selbst nach einer 1/~ngeren Versuehsdauer erreieht 
die Sudanophilie der Tr&gersubstanz bei weitem nicht die des Ceroid- 
pigmentes. Die charakteristische Entstehungsweise der Eisenpigmente, 
bei der zuns der Eiweil3- und KohlenhydraLbaustein und erst sp/~ter 
ein geringliigiger Lipidanteil gebi]det werden, bleibt also auch dann er- 
halten, wenn synehron mit der Eisenspeieherung reichlich Fettgewebe 
abgebant wird nnd somit besonders gfinstige Voraussetzungen ffir die 
Ceroidbildung gegeben sind. 

Es zeigt sieh somit auch unter diesen Versuehsbedingungen, dab die 
organische Tr/~gersubstanz des Eisenpigmentes nieht mit dem Ceroid 
identisch ist. Nur ihr Fettbaustein, der erst allm&hlich in Erscheinung 
tritt und mengenmgBig gegenfiber den Proteinen und Polysaechariden 
eine untergeordnete Rolle spielt, d/irfte vielleieht dem Ceroid nahestehen. 

Zusammenfassung 
Bei experimentell erzeugten hs Fettgewebsnekrosen am 

Mesenterium der Ratte treten in den phagocytierenden Zellen neben 
Eisenpigmenten reichlieh gelbbraune fluorescierende Lipopigmente auf, 
die in ihren morphologischen und histochemisehen Eigenschaften mit 
dem Ceroid (bzw. Hiimo/uscin)pigment fibereinstimmen. Sic enthalten 
ungesiittigte Fette und deren Oxydationsprodukte sowie in kleinen 
Mengen aueh Eiweil]stoffe. Aul]erdem lassen sich in den eeroidhaltigen 
Zellen saure Phosphatase, Phosphoamidase, Aminopeptidase und ge- 
legentlieh unspezifische Esterase nachweisen. 

Im Laule der Atterung werden die f/~rberischen und histoehemischen 
Eigensehaften der PigmentkSrnehen in eharakteristischer Weise ver- 
~ndert: Sie verlieren allm&hlieh ihre Sudanophilie und ]assen sich nach 
sieben bis aeht Monaten mit Sudan III/IV nicht mchr anfarben. Die 
zun/ichst farblosen Fetttr6pfehen nehmen eine gelbe und schliel31ich 
eine gelbbraune Farbe an. Ferner werden die gespeieherten Fettstoffe 
s&urefest lind PAS-positiv. Sic bekommen ein deutliehes Reduktions- 
vermSgen und eine starke Basophilie, so dab die ~tltesten KSrnehen 
auch Si]bernitrat zu reduzieren vermSgen und noeh bei pH 3,0 Methylen- 
blau binden. Die zun/~ehst deutliehe Peroxydreaktion ist dagegen 
schon naeh kurzer Zeit negativ. Die &ltesten CeroidkSrnchen stimmen 
somit in ihren Eigenschaften weitgehend mit dem Lipofusein iiberein. 

Dieser Umwandlung des Ceroidpigmentes liegt o//enbar eine allmi~hliche 
Oxydation des Fettbausteines zugrunde. 

Die im histologischen Schnittpr&parat oft zu beobachtenden wech- 
selnden Eigensehaften des Ceroids lassen sieh in dieses Entwieklungs- 
schema einordnen. Sic sind nicht als Hinweis auf das Vorliegen 
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verschiedener Pigmenttypcn zu werten, sondern stellen offenbar nur 
verschiedene Entwickhingsstufen ein und desselben Pigmentes dar. 

In den hamorrhagischen Fettnekroseherden treten auBerdem in 
wechselnder Menge Eisenpigmente auf, deren organische Tr/~gersubstanz 
sich vom Ceroid unterscheidet. 

Summary 
Hemorrhagic necrosis of fat-tissue was experimentally produced in 

mesent@y of the rat. Besides iron pigments there appear in phagocytes 
considerable amounts of yellowish brown fluorescent lipopigments, which 
in their morphological and histochemical qualities are identical with 
eeroid (or hemo/usein) pigment. They arise mainly by oxidation of 
unsaturated fats and contain also small amounts of proteins. Further- 
more in ceroid-eontaining cells, acid phosphatase, phosphoamidase, 
aminopeptidase, and at times unspecific esterase can be found. 

In  the course of aging the staining and histochemical qualities of the 
pigment granules are characteristically altered: They gradually loose 
their sudanophily and cannot be stained after 7--8 months with 
Sudan I I I / IV.  The originally colorless fat droplets become yellow and 
finally yellowish brown. Concurrently the stored fats become acid-fast 
and PAS-positive. They acquire a definite reduction capacity and a 
strong basophilia, so that  the oldest granules are capable of reducing 
silver nitrate and binding methylenblue still at P~r 3,0. However, the 
originally clear peroxide reaction is negative after a short time. Thus 
the oldest eeroid granules resemble to some degree lipofuscin. 

This change o/ the ceroid pigment is apparently based on a gradual 
oxidation o/the lipid components. 

The variable qualities of ceroid as observed in histological prepara- 
tions can be fitted into this developmental scheme. They are not to be 
evaluated as sign of the presence of various pigment types but demon- 
strate merely various developmental stages of the same pigment. 

There also appear in hemorrhagic fat necrosis varying amounts of 
iron pigments, whose organic ,,Tr~gersubstanz" (carrier substance) 
differs clearly from ceroid. 
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