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Das Auftreten eines fetthaltigen eisenfreien Pigmentes beim lokalen
Frythrocytenabbau ist seit fast 60 Jahren bekannt. Wegen seiner
braunen Eigenfarbe und seiner Entstehung beim Blutzerfall ist es als
Hamofuscin bezeichnet und von den anderen hématogenen Pigmen-
ten, dem Himosiderin und Hamatoidin, abgegrenzt worden 24.3%,49,
Unabhingig davon wurden in den beiden vergangenen Jahrzehnten
bei der experimentellen didtetischen Lebercirrhose, bei anoxischen
Lebernekrosen, beim Vitamin E-Mangel, bei der Sprue, in arteriosklero-
tischen Ulcera, in Ovarien und in lipophagen Granulomen Pigmente
beobachtet, die wegen ihres wachsartigen gldnzenden Aussehens und
ihres Fettgehaltes den Namen ,,Ceroid‘ erhielten® 332 (weitere Literatur
bei ZorriNnaur4). Sehr bald zeigte es sich, dal diese beiden Lipopig-
mente in vielen morphologischen und firberischen Eigenschaften mit-
einander tbereinstimmen und auBerdem dem in Parenchymzellen auf-
tretenden Lipofuscin nahestehen: Alle diese Pigmente, ndmlich das sog.
Himofuscin, das Ceroid und das Lipofuscin sind unter anderem durch
ihre gelbliche bis gelbbraune Eigenfarbe, ihre Sudanophilie, die Unlés-
lichkeit ihres Fettbausteines in organischen Losungsmitteln, sowie ihre
Saurefestigkeit gekennzeichnet. Bemerkenswert ist ferner ihr Gehalt
an hydrolytischen Enzymen?3.23,

Da nun die histochemischen Eigenschaften dieser Pigmente in weiten
Grenzen schwanken und ihre chemische Zusammensetzung und Ent-
stehungsweise nur bruchstiickhaft bekannt sind, herrscht hinsichtlich
ihrer Einteilung und Bezeichnung eine fast uniibersehbare Verwirrung.
Und nicht zuletzt gehen die Meinungen tber ihre kausale und formale
Genese weit auseinander (vgl. hierzu die Diskussion bei HAMPERLZ,
LIiNDNER 3 und ZOLLINGER“3).

Die Vielfalt der Meinungen 146t sich in zwei Hypothesen zusammen-
fassen: Die eine Gruppe von Autoren vertritt den Standpunkt, daB

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung
dieser Arbeit.
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diese fetthaltigen Pigmente im Prinzip gleichartig sind und nur ver-
schiedene Entwicklungsstufen ein und desselben Pigmentes darstellen.
Dabei ist jedoch noch keine Einigkeit dariiber erzielt worden, in
welcher Weise die Entwicklung dieser Pigmente ablauft. So halt
Gomorr® das Ceroid fiir die dlteste Form der Lipopigmente, wihrend
Prarse® das Ceroid als die jingste Entwicklungsstufe und das Lipo-
fuscin als das Spatprodukt bei der Awusreifung lipogener Pigmente
ansieht.

Demgegentiber werden von anderen Autoren die genannten Lipo-
pigmente voneinander getrennt, wobei auf Unterschiede in ihrer Patho-
genese, sowie in ihren chemischen und histochemischen Eigenschaften
verwiesen wird. So stellen Lirrir und Mitarbeiter® die Identitit zwi-
schen dem Hamofuscin und Ceroid in Abrede und klassieren das Ceroid
unter die Lipofuscine. Braaw und ScEMipTMANN!, LuBARscH3¢, KuT-
SCHERA-ATCHBERGEN 26, sowie HerpeENrEIcH und SIEBERT?2 halten da-
gegen die Zugehdrigkeit der Lipofuscine zu der Gruppe der Lipopigmente
fiir wenig wahrscheinlich. Nach ihrer Ansicht miissen die Lipofuscine
und die Ceroidpigmente wegen ihres unterschiedlichen Fettgehaltes von-
einander abgegrenzt werden.

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

Alle Lipopigmente besitzen eine Reihe von gemeinsamen farberi-
schen und histochemischen Higenschaften. Da man auBerdem hiufig
in ein und demselben histologischen Schnittpraparat (z.B. in der Leber
oder im Ovar) Lipopigmente mit wechselnden Eigenschaften findet,
liegt die Vermutung nahe, daB die Unterschiede zwischen diesen ge-
firbten Kérnchen nur der Ausdruck fir das Vorliegen verschiedener
Entwicklungsstufen eines Pigmentes sind?16-3,

Gegen ihre Gleichartigkeit lassen sich aber doch gewichtige morpho-
logische Griinde auffithren: Es sei nur an die gestaltlichen Unter-
schiede zwischen den eckigen Lipofuscinkérnchen in den Parenchym-
zellen und dem rundlichen Ceroid in den phagocytierenden Mesenchym-
zellen erinnert. Vor allem aber wiirde es der biologischen Erfahrung
widersprechen, wenn man annehmen miifte, daf die an funktionell be-
sonders wichtigen Zellbezirken, wie z.B. an den Kernpolen der Herz-
muskelfasern, liegenden Lipofuscinkérnchen identisch wéren mit den
ohne sichtbare Ordnung im Cytoplasma von Phagocyten angehéuften
Ceroidgranula.

Die Klédrung dieser Fragen hat zunédchst eine genaue Kenntnis der
verschiedenen Entwicklungsstufen der Lipopigmente zur Voraussetzung.
Da wir in den histologischen Priparaten jedoch nur ,,Momentbilder
vor uns haben, ist es auBerordentlich schwierig, aus ihnen das Alter eines
Strukturelementes mit gentigender Sicherheit zu bestimmen. In der
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Regel ist es daher nicht ohne weiteres méglich, bei nebeneinanderliegen-
den, histochemisch etwas unterschiedlichen Pigmenten festzustellen,
welche das jingere und welche das éltere Entwicklungsstadium reprasen-
tieren. Den bisher in der Literatur vorliegenden Angaben iiber die Ent-
wicklung der Lipopigmente liegen daher meistens nur spekulative Be-
trachtungen zugrunde. Auch die wenigen experimentellen Arbeiten auf
diesem Gebiet kénnen zur Losung dieses Problems nicht beitragen, da
sie nur kurze Zeitabschnitte beriicksichtigen und somit keine Aussagen
iiber spite Entwicklungsstadien zulassen. Und schlieBlich sind nicht
selten nur wenige chemische und histochemische Eigenschaften der
Pigmente gepriift und Ergebnisse miteinander verglichen worden, die
mit verschiedenartigen Methoden gewonnen waren. In Anbetracht
dieser Tatsachen wird es verstdndlich, daB bei der pathogenetischen
Deutung der Lipopigmente viele einander widersprechende Theorien
vertreten werden, und dafl z.B. in der jingsten Zeit auch Gomorr*® und
PrArsE® bei dem Versuch, das rdumliche Nebeneinander fetthaltiger
Pigmente in ein zeitliches Nacheinander umzudeuten, zu véllig ent-
gegengesetzten Resultaten gelangt sind.

Wegen der Widerspriiche zwischen den einzelnen Auffassungen haben
wir versucht, mit eigenen Experimenten in die Entstehung und Alterung
lipogener Pigmente einen Einblick zu gewinnen, um so vielleicht zur
Kenntnis der Orthologie und Pathologie dieser gefidrbten Strukturen
beizutragen. Wir sind dabei so vorgegangen, dafl wir bei Ratten
hémorrhagische Nekrosen des mesenterialen Fettgewebes erzeugt und
in den dort entstehenden lipophagen Granulomen die Entwicklung
der Lipopigmente in regelméafigen Zeitabstdnden verfolgt haben.

Versuchsanordnung und Methoden

I. Tierversuche. Bei den Versuchen verwendeten wir 8—10 Monate alte ménn-
liche Inzuchtratten mit einem Gewicht von 350—400 g, welche eine Mischkost
aus Wiirfelfutter und Getreide und zusétzlich Karotten und Salatblatter erhielten.
Insgesamt operierten wir 50 Tiere nach dem Vorgehen von HarTrorT 2 in Nembutal-
Narkose (0,25—0,3 ml i. p.).

Nach Eroffnung der Bauchhohle wurden beide Hodenfettzipfel an ihrer Basis
durch einen locker angelegten Catgutfaden abgebunden und jeweils 0,1 ml Heparin
(100 E in physiologischer Kochsalzlosung) in das Fettgewebe injiziert. Anschlie-
Bend quetschten wir mehrmals kraftig beide Fettzipfel mit einer groBeren GefaB-
klemme. Danach waren oft schon mit blofem Auge kleinere Blutungen in das
Fettgewebe erkennbar. Nach dem Versenken der Zipfel in die Bauchhéhle und
intraperitonealer Penicillininjektion erfolgte ein dreischichtiger VerschluB der
Laparotomiewunde. Die Tiere erholten sich sehr rasch von dem Eingriff. Die
Wundheilung war bis auf einen Fall komplikationslos, so da8 nach 1—2 Monaten
nur noch eine strichférmige Hautnarbe sichtbar war.

Die Totung der Tiere erfolgte durch Nackenschlag 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 Termin wurden 2—3 Tiere getotet, um geniigend Material fiir die
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Aufarbeitung zu erhalten. Nach kurzer Versuchsdauer waren die gequetschten Fett-
zipfel meist von tritber, grauweiBer Farbe und von kleineren und gréfieren Blutungen
durchsetzt. Im weiteren Verlauf trat eine Schrumpfung und Verfestigung dieses
Fettgewebes auf. Schlieflich (nach 2—3 Monaten) fanden sich in den stark ge-
schrumpften Hodenfettzipfeln meistens nur ein oder zwei etwa erbsengroBe, feste
Knotchen. Diese zeigten auf der Schnittfliche kleine rundliche, blaBgelbe oder
weiBliche Bezirke mit einem umgebenden gelblichen Saum, der nach langer Ver-
suchsdauer eine mehr gelbbraune Farbe annahm. Manchmal war von den ge-
quetschten Fettzipfeln jedoch nur noch ein schmaler, mit der Umgebung ver-
wachsener, leicht braunlich verfarbter Gewebsstrang iibriggeblieben. Die oben
beschriebenen Gewebsstiickchen wurden mit einer Rasierklinge halbiert und je zur
Halfte in 10%igem neutralen Formalin bzw. eiskaltem Aceton fixiert. Je nach den
erforderlichen Untersuchungen wurde das Gewebe in Paraffin oder in Gelatine
eingebettet.

1I. Histochemische Methoden. 1. Die von uns angewandten histochemischen
Reaktionen zum Nachweis von Eiweifkorpern, Lipiden und Kohlenhydraten kénnen
der Tabelle 1 entnommen werden. Ihre Durchfithrung erfolgte nach den Angaben
von LILLIE®, PEARSE®, sowie GEDIGKIZ,

Zur gleichzeitigen Darstellung von Ceroid und H#mosiderin in ein und dem-
selben histologischen Schnitt, die zur morphologischen Orientierung sehr zweck-
maBig ist, hat sich eine Kombination der Berliner Blau-Reaktion mit der Sudan- bzw.
Olrotfarbung im Paraffinschnitt bewahrt, Dabei wird zunichst der Eisennachweis
durchgefithrt, dessen Reaktionsprodukt, das Berliner Blau, sehr stabil ist. An-
schlieiend erfolgt die Farbung mit Sudan IIT/IV oder Olrot. Bei diesem Vorgehen
wird die in alteren Eisenpigmenten vorhandene Lipidkomponente durch das anfangs
gebildete Berliner Blau iiberdeckt, so dal ihre Affinitat fiir Fettfarbstoffe bei der
Farbung mit Sudanrot bzw. Olrot nicht mehr in Erscheinung tritt. Das eisenfreie
Ceroid wird dagegen durch den Fettfarbstoff unverindert dargestellt. In diesen
Schnitten sind daher die Eisenpigmente tiefblau, die Ceroidkdrnchen leuchtend
rot gefirbt.

2. Der histochemische Nachweis von Enzymen wurde nach den Angaben von
PearsE® und Gomorr'® durchgetiihrt. Einzelheiten der Methodik sind in den Ar-
beiten von GEDIGK und BoNTKE!® angegeben.

Folgende Fermentreaktionen wurden angewandt:

1. Saure Phosphatase. a) Bleiphosphatmethode nach Gomori, b) Azofarbstoff-
methode nach Groge und PEARSE;

2. Alkalische Phosphatase. a) Calcium-Kobaltmethode nach GoMori, b) Azo-
farbstoffmethode nach PEARSE.

. Unspezifische Esterase (GOMORI, PEARSE),

. Lipasen (GoMORI, PEARSE),

. Phosphoamidase (GOMORI, PEARSE),

. Aminopeptidase (BursToNE und FoLxk),

. Peroxydase (DE RoBERITS und GRrASsS0, PEARSE).

=13 Ok W

Ergebnisse der histologischen Untersmchungen
Vier Tage nach der Quetschung findet man im Mesenterium ausge-
dehnte, von Blutungen durchsetzte Nekrosen. Das noch erhaltene Ge-
webe ist ddematos aufgelockert und schiitter leukocytér durchsetzt. Am
Rand der Nekrosen und Blutungen liegen vermehrt Histiocyten und
Mastzellen, sowie spindelige bis polygonale phagocytierende Zellen, die
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in ihrem Cytoplasma vereinzelte kleinste Fetttropfchen enthalten
(Abb. 1). Daneben trifft man an manchen Stellen Zellgruppen, die mit
Eisenpigmentkornchen beladen sind.

Mit histochemischen Methoden kénnen an den Phagocyten folgende Befunde
erhoben werden: Die intracelluliren sudanophilen Fetttropfchen werden bei der
gewdhnlichen Paraffineinbettung in der Regel aus dem Schnitt herausgelost, so dafl
die Phagocyten dann ein schaumiges Cytoplasma besitzen. Ganz vereinzelt trifft
man jedoch Lipidtrépfchen, die in den itblichen organischen Losungsmitteln nicht
15glich sind und daher auch im Paraffinschnitt erhalten bleiben (Abb. 1). Die Lipid-
granula besitzen keine Eigenfarbe und zeigen auch keine nennenswerte Auto-
fluorescenz. Mit dem Schiffschen Reagens werden sie nicht angefarbt; erst nach
vorheriger Oxydation mit Perameisensiure oder Perjodsdure nehmen sie bei der
Schiff-Reaktion einen roten Farbton an. Die Peroxydreaktion und die Farbung
nach Ziemr-NEerseN sind deutlich positiv. Mit basischen Farbstoffen, wie
Toluidinblau werden sie nicht oder nur ganz schwach gefarbt; dementsprechend
erlischt ihre Methylenblaubindefihigkeit bereits bei pm 4.5 (Abb. 3a). — Die
Reaktionen zum Nachweis von Aminosduren und Proteinen sind negativ; auch
ein Reduktionsvermogen ist nicht nachweisbar.

In der jolgenden Zeit entwickelt sich im Bereich des gequetschten
Mesenteriums ein resorbierendes Granulationsgewebe mit mononucledren
Phagocyten und mehrkernigen Riesenzellen. Das nekrotische Fett-
gewebe und die Blutungsreste werden dabei zum groBen Teil von dem
Saftestrom aufgeldst und abtransportiert. Einige Abbauprodukte dieser
Gewebe werden jedoch im Cytoplasma der phagocytierenden Zell-
elemente gespeichert. Nach 6—7 Wochen findet man dann in diesen
Zellen, die nunmehr einen aufgebldhten, rundlichen bis ovalen Zelleib be-
sitzen, kleinere und grofere, fetthaltige Granula. Diese Kérnchen sind
gleichméBig im Cytoplasma verteilt, das sie in der Regel vollig ausfiillen
(Abb. 2). Andere Zellen enthalten Eisenpigmentkérnchen und manch-
mal trifft man auch Zellen, die gleichzeitig (nebeneinander) Fettgranula
und Eisenpigment gespeichert haben.

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

Die kleineren felthaltigen Kirnchen sind jetzt nicht mehr in organischen Losungs-
mitteln léslich und konnen daher auch im Paraffinschnitt ausgezeichnet mit Fett-
farbstoffen dargestellt werden. Auch durch 24stiindiges Kochen der Schnitte in
Pyridin oder einer siedenden Methanol-Chloroformmischung 1aBt sich die Fett-
komponente dieser Kornchen nicht extrahieren. Die Granula besitzen ferner eine
hellgelbe, ebenfalls nicht extrahierbare Eigenfarbe und eine deutliche gelbliche
Eigenfluorescenz (Blaulicht). Mit dem Schiffschen Reagens werden sie nur ganz
schwach rotlich gefarbt. Die Perameisensiure-Schiff-Reaktion, die PAS-Reaktion
und die Priifung der Siurefestigkeit nach ZIeEL-NEELSEN fallen stark positiv aus.
Der Peroxydtest ist inkonstant, meistens negativ. Die Lipidkornchen sind jetzt
basophil und werden daher mit Toluidinblau angefarbt. Ihre Methylenblaubinde-
fahigkeit 148t sich bis pg 3,9 verfolgen (Abb. 3b). Bei der Tetrazoniumreaktion
fiir aromatische Aminosduren nehmen sie einen dunkelbraunroten Farbton an. Der
Ninhydrin-Schiff-Test, die Millonsche Reaktion und die Argininreaktion (SAKAGUCHI)
fallen teils positiv, teils eindeutig negativ aus. Durch den Reduktionstest nach

Virchows Arch. Bd. 331 23
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CuivREMONT-FREDERIC werden die lipidhaltigen Kérnchen blau gefarbt, dagegen
gibt die Reaktion fir Sulfhydrylgruppen nach BARNETT-SELIGMAN nur eine ganz
schwache rotliche Anférbung. Bei der Silberimprignation nach MassoN-HAMPERL
verhalten sie sich negativ.

AuBler den kleinen lipidhaltigen Granula findet man im Cytoplasma der Speicher-
zellen hdufig grofle Felttropfen, die meistens bei der Paraffineinbettung aus dem
Schnitt herausgelost werden. Gelegentlich lassen sie sich aber auch — genau wie
die kleinen Kérnchen — mit Fettlosungsmitteln nicht mehr extrahieren. - Diese
groBen intracelluliren Fettkugeln besitzen nur eine ganz schwache gelbliche Eigen-
farbe, withrend sie im Blaulicht hellgelb aufleuchten. Mit dem Schiffschen Reagens

B

Abb. 1a u. b. Phagocyten 4 Tage nach der Quetschung des Mesenteriums. Paraffinschnill.

Fettfirbung mit Sudan ITT/IV. Kernfirbung: H&matoxylin. Vergr. 1900mal. Im Cyto-

plasma der teils polygonalen, teils spindeligen Phagocyten finden sich bereits schwer 16sliche,
gudanophile Fetttropfen

werden sie kaum angefirbt. Auch ihre Reaktionsfahigkeit mit Perjodsdure und
Perameisenséure ist nur gering. Sie sind weiterhin nur schwach basophil und haben
nur ein eben angedeutetes Reduktionsvermégen. EiweiBtoffe lassen sich in ihnen
nicht nachweisen.

Im Loufe der nichsten Monate werden die Reste der Blutungen und
das nekrotische Feftgewebe fast véllig resorbiert und organisiert.
SchlieBlich findet man nach etwa § Monaten in dem gequetschten Mes-
enterium nur 1—2 etwa stecknadelkopfgroBe Fettnekroseherde, die von
einem 2—3 mm breiten Granulationsgewebesaum wumgeben werden.
Dieses resorbierende Bindegewebe enthélt neben Histiocyten, vereinzel-
ten Lymphocyten und jungen Capillarsprossen reichlich einkernige und
mehrkernige Phagocyten, in deren Cytoplasmaleib sehr zahlreiche kleine
und groBe lipidhaltige Granula liegen (Abb. 2). Je nach dem Umfang
der urspriinglichen Blutung trifft man in wechselnder Menge Eisen- und
Héamatoidinpigmente.
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Diese kennzeichnende Anordnung der einzelnen Gewebsanteile, nim-
lich die zentrale Fettgewebsnekrose mit dem umgebenden Granulations-
gewebswall, ermoglicht den Vergleich aller Stadien der Fettresorption
und Speicherung in ein und demselben histologischen Schnitt: Unmittel-
bar am Rand des nekrotischen Zentrums sind die histiocytédren Elemente
gerade im Begriff, die zugrunde gegangenen Fettzellen zu phagocytieren.
Je weiter man dann zur Peripherie dieser Knotchen fortschreitet, um so

Abb. 2, Ceroidhaltige Zellen 160 Tage nach Versuchsbeginn. Paraffinschnitf. Farbung
mit Sudanschwarz und Xernechtrot. Vergr. 1130mal. Das Cytoplasma enthilt reichlich
Kleinere und gréBere Ceroidkdrnchen

ilter ist das Granulationsgewebe, und um so linger ist offenbar die Zeit,
die seit der Phagocytose der hier liegenden Lipide vergangen ist. Die
altesten Fettablagerungen im Cytoplasma der Phagocyten sind somit
am dufBersten Rand der Granulome zu finden. Dementsprechend nimmt
auch der bei der intracelluldren Speicherung erfolgende Umbau der
Fettstoffe mit der Entfernung von dem Nekrosezentrum zu: Am Rand
der Nekrose unterscheiden sich die im Cytoplasma der Phagocyten
sichtbaren Fetttropichen in ihren histochemischen Eigenschaften noch
nicht nennenswert von den grofien Fetttropfen der im Zentrum liegenden
nekrotischen Fettzellen. AnschlieBend besitzen die gespeicherten lipid-
haltigen Granula Eigenschaften, wie sie im allgemeinen bei dem 4 Tage
alten Versuchstier zu finden waren (vgl. S. 344). Etwas weiter nach aullen
zu sieht man ein Stadium, das ungefdhr einer 5—7wochigen Versuchs-
dauer entspricht (vgl. S. 345, und am &duBersten Rand der Knotchen
Virchows Arch. Bd. 331 9233
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Abb. 3a—ec. Phagocyten 4 Tage (a), 46 Tage (b) und 230 Tage (¢) nach der Quetschung
des Mesenteriums, Vergr. 827mal. Féirbung mit einer 4 - 107¢ m-Methylenblaulésung, die
mit Acetatpuffer suf pwg 3.9 eingestellt war. Die Schnitte wurden gleichzeitiz in einer
Cuvetie gefarbt. Die Photographie der Praparate, die Entwicklung der Platten nund die
Herstellung der Abziige erfolgte ebenfalls unter konstanten Bedingungen, nm vergleichbare
Resultate zu erzielen. Der Vergleich der Bilder zeigt eine deutliche Zunahme der Methylen-~
blaubindetéhigkeit der phagocytierten und zum Pigment umgeformten Fettstoffe im Laufe
der Alterung (vgl. Tabelle 2)

sind die von den Phagoeyten gespeicherten Lipide am starksten chemisch
verdndert.

Die leteteren (dltesten) intracelluldren lipidhaltigen Kornchen geben folgende
histochemische Reaktionen:
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In organischen Losungsmitteln sind die Granula vollig unléslich und werden
somit bei der Paraffineinbettung nicht extrahiert. Die zunéchst sehr gut mit Fett-
farbstoffen darstellbaren Kornchen zeigen nach der Peripherie der Granulome hin,
also mit zunehmender Alterung, eine deutliche Abnahme ihrer Sudanophilie. Am
duBersten Rand der Knétchen findet man dann Phagocyten, deren Lipidgranula
nur noch eine sehr geringe Affinitdt fur Fettfarbstoffe besitzen. Da die Anférb-
barkeit fetthaltiger Strukturen mit Sudanschwarz meistens grofler ist als mit Sudan-
rot, werden diese Koérnchen mit Sudanschwarz noch ganz schwach dargestellt,
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Abb. 4. Ausschnitte aus dem Granulationsgewebewall am Rand einer Fettgewebsnekrose
(230 Tage nach Versuchsbeginn)., Farbung mit Toluidinblauw. Vergr. 162mal. Die Resorp-
tion und Organisation des mnekrotischen Materials schreitet von links nach rechts fort:
Links liegen Phagocyten mit dlteren, stark basophilen Pigmentkérnchen., Auf der rechten
Seite sind noch Reste des nekrotischen Fettgewebes erkennbar, das bereits von einzelnen

phagocytierenden ceroidhaltigen Zellen durchsetzt wird. Die Basophilie der Ceroid-
kérnehen nimmt mit ihrer Alterung, d.h. auf diesem. Bild von rechts nach links, deutlich zu

wahrend sie bei der Sudanrotfirbung nur ihre gelbbraune Eigenfarbe behalten
(Abb. 10 und 11).

Mit der Alterung der Granula geht weiterhin eine Zunahme ihrer Eigenfarbe
einher. Sie sind jetzt deutlich gelblich gefirbt und besitzen in der duBersten Rand-
zone der Knotchen manchmal sogar eine gelbbraune Farbe (Abb. 10 und 11). Auch
diese Farbkomponente kann mit organischen Losungsmitteln nicht aus dem Schnitt
extrahiert werden. Der Eigenfarbe entsprechend besitzen die dlteren Granula
nunmehr eine gelbbraune Autofluorescenz.

Die Lipidgranula verlieren allméihlich ihre Firbbarkeit mit dem Schiffschen
Reagens. Auch die Nachweisreaktion fiir Peroxyde ist vollig negativ. Die PAS-
Reaktion, die Perameisensiure-Schiff-Reaktion und die Farbung nach Zrmmr-
NEexrLsEN sind dagegen unverdndert stark positiv. Sehr auffallig ist die Verstirkung
der Basophilie, die sich in einer ausgepragten Affinitdt fiir basische Farbstotfe, wie
Toluidinblau, und einer Methylenblaubindefidhigkeit bis pg 3,0 &uBlert (Abb. 3¢
und 4). — Im Laufe der Alterung der Kérnchen nimmt auch ihr Reduktionsvermo-
gen erheblich zu. So werden sie bei dem Reduktionstest nach CHEVREMONT-
Fripiric stark blau gefirbt (Abb. 6). AuBerdem besitzen die dlteren Granula

Virchows Arch. Bd. 331 23b
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nunmehr die Fahigkeit, Silbernitrat zu reduzieren, so dafl sie bei der Silberimpri-
gnation nach MassoN-HAMPERL einén braunschwarzen Farbton annehmen (Abb. 5b).
Die Tetrazoniumreaktion farbt die kleinen lipidhaltigen Granula unverindert deut-
lich braunrot an (Abb. 7). Die Ninhydrin-Schiff-Reaktion und der Argininnachweis

Abb. 5a u. b. Ceroidhaltige Phagocyten. Vergr. 1130mal. Silberimprignation nach
MASSON-HAMPERL. a: 160 Tage nach Versuchsbeginn. Die Pigmentkérnchen ver-
mégen die ammoniakalische Silberlésung (von ganz vereinzelten Ausnahmen abgesehen)
noch nicht zu reduzieren. Ihre photographische Wiedergabe beruht auf der zu diesem
Zeitpunkt bereits ausgeprigten gelben Higenfarbe. b: 230 Tage nach Versuchsbeginn. Aus-
geprigtes Reduktionsvermégen der Ceroidkdérnchen, die jetzt tief braun-schwarz gefarbt
sind, Nur die groBen, unvollstindig verarbeiteten intracelluliren Fetttropfen bleiben
ungefirbt

(SaracucHI) geben inkonstante Resultate. Auch Sulfhydrylgruppen kénnen mit
der Reaktion nach BARNETT-SELIGMAN nicht sicher nachgewiesen werden.

Neben diesen Eleinen feithaltigen Kornchen enthalten die Phagocyten auch in
den alteren Granulomen gréfere Fetttropfen (1—3 p) (Abb. 11), deren Zahl aller-
dings mit dem zunehmenden Alter der Granulome abnimmt. Anscheinend
werden die groBen Tropfen von den Speicherzellen allmahlich in kleine Partikel
unterteilt und weiterverarbeitet. In diesen grofien Fettkugeln lassen sich keine
EiweiBstoffe nachweisen (Abb. 7). Ihr histochemisches Verhalten entspricht weit-
gehend dem der ersten Entwicklungsstadien des Ceroids. Sie sind in organischen
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Lésungsmitteln schlecht 1oslich oder sogar vollig unloslich. Sie besitzen eine schwach
gelbliche Eigenfarbe und eine hellgelbe Autofluorescenz. Mit der Perjodsdure-
und der Perameisensiure-Schiff-Reaktion und bei der Priifung der Séurefestigkeit
nach Z1EHL-NEELSEN werden sie nur schwach rot gefirbt. IThre Basophilie und ihr

Abb.6 g

Abb. 7

Abb. 6 u. 7. Phagocyten 230 Tage nach Versuchsbeginn. Vergr. 1130mal. Abb. 6. Reduk-

tionstest (Ferri-Ferricyanidmethode nach CHEREMONT-FREDERIC). Starkes Reduktions-

vermogen der Pigmentkoérnchen. Die grofen, unvollstindig verarbeiteten Fettkugeln be-

sitzen keine nennenswerte Reduktionsfdhigkeit. Sie bleiben ungefdrbt. Abb. 7. Tetra-

zoniumreaktion fiir aromatische Aminoséuren (DANTELYI). Die Ceroidkérnchen werden bei

dieser Reaktion stark angeférbt, wihrend die unverarbeiteten groBen Fetttropfen ungefirbt
bleiben

Reduktionsvermogen sind ebenfalls wesentlich geringer ausgeprégt als bei den
kleinen lipidhaltigen Granula (Abb. 5b und 6).

AuBerdem findet man in den Gewebsspalten der 4lteren Granulome Fettmassen,
die teils membranartig gefaltet sind und teils eine vollig unregelmaBige Gestalt
aufweisen. Auch diese nicht phagocytierten Fettstoffe sind nicht mehr extrahierbar
und schwach gelblich gefarbt. Sie sind nicht basophil, besitzen kein nennenswertes
Reduktionsvermdgen und werden nur schwach mit der Perjodsiure- und Per-
ameisensdure-Schiffreaktion angefirbt. Eiweilistoffe lassen sich in ihnen nicht
nachweisen
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Abb. 8a u. b. Granulationsgewebe mit zentralem, restlichem Nekroseherd 160 Tage nach
Versuchsbeginn. Saure Phosphatase (Gomori, Inkubationszeit 90 min). a: Vergr. 20mal.
Die Fermentaktivitit ist auf das resorbierende Granulationsgewebe beschréinkt. Im Bereich
der zentralen Nekrose und im entfernteren noch erhaltenen Fettgewebe keine histochemisch
nachweisbare Phosphataseaktivitit. b: Vergr. 596mal. Starke Fermentaktivitéat in mono-
nucledren Phagocyten und Riesenzellen. Die zunfchst feinkérnigen, den Ort der Enzym.-
aktivitit markierenden Niederschlage sind infolge der langen Inkubation der Schnitte zu
einem homogenen Pricipitat zusammengeflossen
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In weiteren Experimenten ermittelten wir die Fermentaktivitit der
fettspeichernden Zellen.
Dabei ergaben sich folgende Befunde:

Bei der Nachweisreaktion fiir saure Phosphatase (GoMORI) traten schon nach
kurzer Zeit in den phagocytierenden Zellen braunschwarze kornige Niederschlige

ol A

Abb. 9a u. b. Phagocyten 80 Tage nach Versuchsbeginn. Aminopeptidase (Inkubations-
zeit 90 min). a: Vergr. 535mal. b: Vergr. 1070mal. Starke Fermentaktivitdt in den
ceroidhaltigen Zellen

auf, die bei lingeren Inkubationszeiten zu homogenen Pricipitaten zusammen-
flossen. Die anfangs sichtbaren braunschwarzen Kornchen entsprachen in ihrer
GroBe und Anordnung den intracelluldren, kleinen, lipidbaltigen Granula. Die
groflen nicht verarbeiteten Fetttropfen im Cytoplasma der Phagocyten farbten sich
bei der Phosphatasereaktion nicht an (Abb. 8).

Das gleiche Bild ergab die Phosphoamidasereakiion, bei der die phagocytierenden
Zellen ebenfalls eine starke Aktivitét zeigten.

Ferner beobachteten wir in den Phagocyten eine ausgeprigte Aminopeptidase-
aktivitdt, wahrend die Fibroblasten und Capillarwinde nur eine schwache (inkon-
stante) Aktivitdt dieses Enzyms aufwiesen (Abb. 9).
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Die néheren morphologischen Beziehungen zwischen den Ceroidkdérnchen und
Stellen der Phosphoamidase- und Aminopeptidaseakiivitit lieBen sich nicht be-
stimmen, da die derzeitigen histochemischen Nachweisreaktionen dieser Enzyme
fiir eine feinere Lokalisation innerhalb der Zellen ungeeignet sind. Nur bei der
Aminopeptidase kénnte man vielleicht vermuten, dafl die Aktivitét dieses hydro-
lytischen Enzymes auch im Bereich der Pigmentkérnchen liegt (Abb. 9).

Alkalische Phosphatase besafien die Capillarwdnde und polymorphkernigen
Leukocyten innerhalb der GefaSlichtungen. Die emigrierten Leukocyten in den
Gewebsspalten wiesen dagegen meistens keine alkalische Phosphatase auf.

Eine deutliche Peroxydasereaktion gaben die polymorphkernigen Leukocyten.
Dagegen konnten wir dieses Ferment — wider Erwarten — nicht in den fett-
verarbeitenden und -speichernden Phagocyten nachweisen.

Eine schwache Aktivitit von Lipasen und unspezifischer Esterase beobachteten
wir gelegentlich in den fettspeichernden Zellen. Dieser Befund war jedoch in-
konstant und nicht sicher reproduzierbar. Versuche zum Nachweis der §-Glu-
curonidaseaktivitit haben wir nicht durchgefiihrt.

Die Aktivitiat der hydrolytischen Enzyme trat schon kurze Zeit (am 10. Tag)
nach der Quetschung des Mesenteriums auf und blieb dann bis zum 120. Tag
fast unverdndert erhalten.

In den édlteren Granulomen (nach dem 120. Versuchstag) haben wir wegen des
knappen Gewebsmaterials keine Enzymreaktionen durchgefithrt. Aus fritheren
Untersuchungen®® ist jedoch bekannt, daf die Fermentaktivitat im Fremdkérper-
granulationsgewebe lange Zeit (bis zu einem Jahr) nahezu konstant bleibt, so daf}
damit gerechnet werden muf}, daB auch bei unseren Experimenten in den &lteren
Resorptionsherden keine Anderung der Enzymausstattung der Phagoeyten erfolgt.

Diskussion

Bei der Resorption und Organisation von hémorrhagischen Fett-
gewebsnekrosen des Mesenteriums treten in den phagocytierenden
Mesenchymzellen Fetttropfen auf, die allmihlich zu einem gelblichen
bis gelbbraunen Pigment umgeformt werden, das in allen wesentlichen
morphologischen und cytochemischen Eigenschaften mit dem Hé&mo-
fuscin und Ceroid iibereinstimmt: Mit Sudanfarbstoffen wird es auch
im Paraffinschnitt stark angefirbt, es ist sdurefest und besitzt eine starke
gelbe Autofluorescenz.

I. Welche Riickschliisse ergeben sich aus unseren Beobachtungen auf die
chemische Zusammensetzung der Pigmentkornchen? (Vgl. Tabelle 1.)

Wie seit langem bekannt, ist das typische Ceroidpigment (zwischen
dem 35.und 160. Versuchstag) durch seinen Gehalt an unléslichen un-
gesiittigten. Lipiden gekennzeichnet, deren Athylengruppen mit der Per-
ameisensdure-Schiff-Reaktion im histologischen Schnitt gut dargestellt
werden3.4,5.7,8,17,18,21, 22,30, 35,36, J)iese ungesittigten Fettsduren sind
an ihren Doppelbindungen sehr reaktionsfabig und werden schon durch
milde Oxydationsmittel an den die Athylenliicke bildenden Kohlen-
stoffatomen angegriffen und oxydiert. Dabei entstehen Epoxyde,
Peroxyde, benachbarte Hydroxylgruppen sowie Carbonyl- und schlieB-
lich Carboxylgruppen. Die im Ceroid histochemisch nachweisbaren Per-
oxyde (Methode von Dam und Granapos), die Carbonylreste (Schiffsche



Tabelle 1.
Verhalten der Cerotdkirnchen

Ubersicht iiber die histochemischen Bigenschaften und das farberische

Eigenfarbe .
Eigenfluorescenz (Blaulicht) . .
Farbung mit Sudan I1T/TV (am Paraffinschnitt) . . . . . .
Farbung mit Sudan ITT/TV nach Extraktion (24 Std) mit einer

siedenden Chloroform-Methanolmischung . . . . . . . .

gelblich
++ (hellgelb)
A+

++-+ (unver-

andert)

Farbung mit Sudanschwarz (am Paraffinschnitt) . . . . . +++
Perameisensdure-Schiffreaktion . . . . . . . . . . . .. ++
Perameisenséure-Schiffreaktion nach Bromierung . . . . . 0
Schiffreaktion . . . . . . . ... .00 L L, (+)
Ameisensdure-Schiffreaktion . . . . . . . . . . . .. (+)
Saurefestigkeit nach ZieHr-NEELsex . . . . . . . . +++
Bakersche Reaktion fiir Phospholipide . . . . . . 0
Farbung mit Luxol-Fast blue . . . . . . . B (+)
Nachweis von Cholesterin (RoMIED) 0
Peroxydnachweis (DaM und GRANADOS) 0
PAS-Reaktion . . . . . . . . . ... ..., +++
PAS-Reaktion nach Acetylierung . . 0
PAS-Reaktion nach Acetylierung und Verselfung ..... 4+
PAS-Reaktion nach Diastase . . . . . . . . . . . . .. + 4+
PAS-Reaktion nach Hyaluronidase .. +4+
Farbung mit Toluidinblau . . . . . . . . . . e ++
Farbung mit Toluidinblau nach Methyherung ...... 0
Farbung mit Methylgrin . . . . . . . . . . . .. o . ++
Metachromasie (Toluidinblaw) . . . . . . . . . . . . .. 0
Farbung mit Astrablau . . . . . . . . . ... ... . 0
Methylenblaubindungbispg . . . . . . . . . . . .. .. 3,5—3,9
Eisenbindung (Hare) . . . . . . . . . .. . .. ... (+)
Berliner Blau-Reaktion . . . . . . . . . . . . .. .. 0
Reduktionstest (CHivREMONT-FREDERIC) . . . . . . +
Reduktionstest (CEEVREMONT-FREDERIC) nach KCN . + 4+
Reduktionstest (CakvREMONT-FREDERIC) nach HgCl, (+)
Silberimpragnation nach Massoxn . . . . . . . . . . .. 0/(+)
Tetrazoniumreaktion . . . . . . . . . . ... .. ... ++
Tetrazoniumreaktion nach Benzoylierung . e 0
Millonsche Reaktion . . . . . . . . . . . .. .. ... (+)*
Argininreaktion (SAKAGUCHT) e e e e e (+)*
Ninhydrin-Schiffreaktion . . . . . . . . . .. .. Co (+)*
Sulthydrylnachweis nach BARNETT und SELIoMax . . . . . (+)
Sulfhydrylnachweis nach BARNETT und SELIGMAN nach KCN (+)
Farbung mit Fastgreen . . . . . . . . .. . ... .. +
Héamatoxylin-Eosin . . . . . . . . . . . .. ... .. gelbbraun bis

braunrétlich
van Gieson . . . . . . ... L. Lo L. gelbbraun
Bindegewebsfarbung nach Massox . . . . . . . . . . .. dunkelviolett
Fermentnachweise:
Saure Phosphatase . . . . . . . . . .. .. .. +4++
Phosphoamidase . . . . . . . . . . .. .. +4+
Alkalische Phosphatase . . . . . . . . . . . . . . ... 0
Unspezifische HEsterase . . e e e e (+)
Lipase . . . . . . . . . ... (+)?
Aminopeptidase . e e e e ++
Peroxydase . . . . . . . . . . ... 0

Die Angaben beziehen sich auf ein Entwicklungsstadium des Ceroids, das etwa

dem 46.—80. Versuchstag entspricht.

Reaktion: +++ sehr stark, ++ stark, + deutlich positiv, (+) inkonstant oder
schwach, 0 negativ. * gelegentlich eindeutig negativ, manchmal eindeutig positiv.
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Reaktion) und «-Glykolgruppen (PAS-Reaktion) diirften daher bei der
vorsichtigen Oxydation dieser ungesédttigten Verbindungen entstanden
sein. Auch die Saurefestigkeit (Farbung nach Zirar-NEELsEN), die
Aciditit (Basophilie) und das Reduktionsvermogen (Ferrichlorid-Ferri-
cyanidmethode) miissen somit auf die Lipidkomponente des Pigmentes
bezogen werden. Fir das Vorkommen von Phospholipiden oder Chole-
sterin ergeben sich keine Anhaltspunkte.

Wihrend heute allgemein anerkannt wird, daB ungesittigte Fett-
stoffe einen wesentlichen Baustein des Ceroids darstellen, gehen die
Meinungen z.Z. auseinander, ob die Pigmentkornchen noch andere
Substanzen enthalten. So vermuten MooRE und Waxag3?, ENprcorT und
Lirie?®, sowie GYoreY und GorperarT!?, daB im Ceroid noch ein Ei-
weifbaustein enthalten ist. In der jiingsten Zeit weisen ZOLLINGER?
sowie LEBLOND und Mitarbeiter?” auf die Moglichkeit hin, daf auch
Glykoproteide am Aufbau dieses Pigmentes beteiligt sind. Demgegen-
tiber sieht CASSELMAN? in ungesiftigten Fettsiuren und ihren Oxy-
dations- und Polymerisationsprodukten den alleinigen Baustein des
Ceroids. Fiir das Vorkommen von Proteinen oder Kohlenhydraten
ergeben sich nach seiner Meinung keine zwingenden Anhaltspunkte.

Im Gegensatz zu dlteren Beobachtungen konnten wir nunmehr mit
modernen Methoden neben den Lipiden auch Eiweilstoffe in den Ceroid-
kérnchen nachweisen. Hierfiir spricht hauptsichlich die stark positive
Tetrazoniumreaktion, welche das Vorkommen von aromatischen Amino-
sduren anzeigt. Der Gehalt des Pigmentes an hydrolytischen Enzymen,
und zwar besonders an saurer Phosphatase, ist ebenfalls als Hinweis auf
einen Proteinbaustein zu werten. Ein Teil dieser EiweiBstoffe diirfte
daher Fermenteiweifl darstellen. Eine weitere Charakterisierung des
Eiweilbausteines konnte mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Me-
thoden nicht vorgenommen werden. Da quantitative Aussagen auf
Grund histochemischer Untersuchungen nur in beschrinktem Umfang
moglich sind, konnen vorerst keine niheren Angaben iiber das Mengen-
verhiltnis der Proteine und Lipide zueinander gemacht werden. Die
bisherigen Befunde weisen jedoch darauf hin, daB der Lipidbaustein
mengenmifig den EiweiBanteil erheblich ibertrifft. Fiir die quanti-
tative Zusammensetzung der Ceroidkornchen diirften die nachgewiesenen
Proteine daher nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Auf den ersten Blick ist es nun merkwiirdig, daf andere histochemische EiweiB-
reaktionen, wie der Ninhydrin-Schiff-Test, der Argininnachweis und die Millonsche
Probe uneinheitlich ausfallen (vgl. Tabelle 1). Hierfiir lassen sich zwei Griinde auf-
fithren: Erstens entstehen bei den Nachweisreaktionen fiir Arginin und Tyrosin im
histologischen Schnitt in der Regel nur schwache Firbungen, die sehr leicht von
der Eigenfarbe der Gewebsstrukturen iiberdeckt werden. Bei den dlteren Pigment-

ablagerungen ist es daher gar nicht zu erwarten, dafl diese EiweiBreaktionen
verwertbare Ergebnisse liefern. Zweitens wird die Reaktionsfihigkeit der Proteine
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durch die Mischung mit oxydierten Fetten anscheinend veréndert, so daB sie z. B.
auch keine Biuret-Reaktion geben, wie HrumesreicE und S1EBErT?? am Lipo-
fuscin gezeigt haben. Wir konnten diese Beobachtung bestétigen und fanden aufler-
dem, daB sich die Lipofuscinpigmente auch bei dem Ninhydrin-Schiff-Test nicht
anfirben, obwohl an ihrem Eiweifigehalt gar kein Zweifel bestehen kann.

Demgegeniiber erzielt man bei der Tetrazoniumreaktion fiir aromatische
Aminoséiiuren eine sehr kriftige rotbraune Farbe, die auch bei gefarbten Strukturen
gut sichtbar ist. Vor allem aber wird die Kupplungsfihigkeit der aromatischen
Aminosduren durch die Mischung mit Fetten offenbar nicht so leicht beeintrichtigt,
wie es bei den anderen histochemischen Reaktionen fir Aminosiuren und Eiweif3-
stoffe der Fall ist. Fur die von BursToNE? angegebene Moglichkeit, daf bei der
Tetrazoniumreaktion auch unspezifische Adsorptionen erfolgen, haben wir bei
unseren Untersuchungen keine Anhaltspunkte gewonnen.

Die positive PAS-Reaktion des Ceroids?’.43 und die gelegentlich zu
beobachtende Anfarbung mit Mucicarmin oder Bestschem Carmin® 10
haben bereits friher die Frage aufgeworfen, ob die Pigmentgranula nicht
vielleicht auch einen Kohlenhydratbaustein enthalten, zumal das Ergeb-
nis der reversiblen Acetylierung zeigt, daB der Perjodsdure-Schiff-Reak-
tion 1,2 Glykolgruppen zugrunde liegen. Es ist jedoch bekannt?5, daf bei
der vorsichtigen Oxydation ungesittigter Lipide an die Athylengruppen
zwei Hydroxylgruppen angelagert werden koénnen. Es entstehen Dioxy-
carbonsduren, die genau wie Polysaccharide an den benachbarten
Hydroxylgruppen angegriffen und wunter Aldehydbildung oxydiert
werden. Eine positive Perjodsdure-Leukofuchsin-Reaktion kann daher
nur dann als Zeichen fiir das Vorliegen eines Kohlenhydratbausteines
gewertet werden, wenn in dem untersuchten Gewebselement keine Lipide
vorkommen, oder wenn die vorhandenen Lipide vorher aus dem Schnitt
entfernt werden'? 3,42, Wie bereits betont, gelingt es jedoch nicht, den
Fettbaustein des Ceroids aus dem Schnitt zu extrahieren. Die entschei-
dende Voraussetzung fiir die Bewertung der PAS-Reaktion als Kohlen-
hydrattest, ndmlich die Abwesenheit von Fettstoffen, ist somit nicht
gegeben.

Wenn man weiterhin in Rechnung stellt, daf der Fettkomponente
des Ceroids zweifellos ungesdttigte Lipide zugrunde liegen, und daf
Oxydationsvorginge bei der Entwicklung des Pigmentes eine Rolle
spielen, so ist die Annahme naheliegend, dafl die mit der PAS-Reaktion
nachgewiesenen o«-Glykolgruppen bei der Oxydation dieser Fettstoffe
entstanden sind.

Allerdings kann an Hand unserer Versuche vorerst nicht mit vélliger
Sicherheit ausgeschlossen werden, dafl neben den ungesittigten oxydier-
ten Lipiden auch noch ein eiweillgebundener Kohlenhydratbaustein vor-
handen ist, wie es in jingster Zeit erneut von LEBLoND und Mitarbeitern??
vertreten wird.

Wir gelangen somit in Ubereinstimmung mit CASSELMAN 3, PEARSE 3
und Gomor1!® zu der Ansicht, daBl die im Ceroid nachweisbaren «-Glykol-
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gruppen an den Lipidbaustein des Pigmentes gebunden sind. Ein PAS-
positives eiweifigebundenes Polysaccharid diirfte demgegeniiber — falls
es tiberhaupt vorhanden ist — nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Abb. 10

Abb. 11

Abb. 10. Ceroidhaltige Zellen 230 Tage nach Versuchsbeginn. Schwache Kernfirbung mit
Coelestinblau-Hamalaun. Paraffinschnitt. Vergr. 640mal. Photomikroskop (Zeiss).
Deutliche Gelbbraunfirbung der Pigmentkdrnchen

Abb. 11. Phagocyten 230 Tage nach Versuchsbeginn. Farbung mit Sudan III/IV am

Paraffinschnitt. Schwache Kernfirbung mit Hamatoxylin. Vergr. 400mal. Photomikro-

skop (Zeiss). Die Pigmentkornchen sind mnicht mehr sudanophil. Sie binden nur noch
Spuren des Fettfarbstoffes und sind dank ibrer briaunlichen Eigenfarbe erkennbar.
Nur die groBen, unvolstindig verarbeiteten Fetttropfen werden rot angefirbt

I1. Wie dndern sich die histochemischen Eigenschaften des Ceroids im
Laufe seiner Alterung? (Vgl. Tabelle 2.)

Der Fettbaustein, der zunéchst, genan wie die Neutralfetttropfen in
den Fettzellen des Mesenteriums, leicht 18slich ist, verliert allméihlich
seine Lislichkeit. Nach 4—7 Tagen bleiben bereits einige intracellulire
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Fetttropfen trotz der Paraffineinbettung im Schnitt erhalten (Abb. 1),
und nach 4—6 Wochen kénnen die Granula selbst mit siedenden orga-
nischen Lésungsmitteln nicht mehr aus dem Gewebe extrahiert werden
(Abb. 2).

Die Fetttropfen sind in den ersten Wochen und Monaten sehr deut-
lich sudanophil. Mit allen typischen Fettfarbstoffen kénnen sie im
Gelatine- oder Paraffinschnitt gut dargestellt werden. Nach dem 160. Ver-
suchstag nimmt ibre Affinitdt fir Fettfarbstoffe jedoch allméihlich ab,
um schlieBlich (nach 230 Tagen) fast ganz zu verschwinden (Abb. 11).

Die anfangs ungefdrbten Fetttropfen nehmen mit zunehmender
Alterung eine Eigenfarbe an. Schon 10—14 Tage nach dem Versuchs-
beginn zeigen sie einen ganz schwach hellgelblichen Farbton, der sich in
der folgenden Zeit &llméhlich verstirkt. Nach 7—8 Monaten besitzen
sie dann eine deutliche gelbe bis gelbbraune Farbe (Abb. 10 und 11).
Etwa synchron mit der Eigenfarbe tritt die Autofluorescenz des Pig-
mentes auf. Sie ist nach 10 Tagen sicher erkennbar und weist cine
schwache gelblichweile Farbe auf (Blaulicht). In den nichsten
Monaten wird die Eigenfluorescenz erheblich stidrker und erreicht nach
etwa 100—190 Versuchstagen ihr Intensititsmaximum. Die Kérnchen
leuchten dann im Blaulicht hellgelb auf. Spiter nimmt die Auto-
fluorescenz der Pigmentgranula wieder ab und geht dabei in einen
mehr braunen Farbton iiber.

Die Perameisensiure- Leukofuchsin-Reaktion fiir Athylengruppen ist
von Anfang an positiv und nimmt im Laufe der Alterung nur gering-
gradig zu. Dagegen koénnen «-Glykolgruppen mit der Perjodsiure-
Leukofuchsin-Technik am 4. Versuchstag nur in geringem Umfang nach-
gewiesen werden. Die Reaktionsfihigkeit mit Perjodsiure nimmt bis
zum 46. Tag erheblich zu und bleibt dann bis zum 230. Versuchstag
unverdndert stark bestehen. Bei der Prifung der Sdurefestigheit (Z1eaL-
NEerLSEN) werden die unloslichen Fetttropfchen schon nach 4 Tagen
deutlich rot gefdrbt. Im Laufe der nichsten 6 Wochen kommt es zu einer
erheblichen Verstarkung dieser Farbreaktion, die sich dann vom 46. bis
230. Versuchstag nicht mehr dndert. Peroxyde kénnen unmittelbar nach
der Phagocytose der Fettstoffe nachgewiesen werden. Die Peroxyd-
reaktion wird dann aber allméhlich abgeschwécht und ist vom 46. Ver-
suchstag an negativ. Aromatische Aminosiuren lassen sich mit der
Tetrazoniumreaktion erst nach 13 Tagen nachweisen. Bis zum 80. Ver-
suchstag nimmt die Intensitdt der Tetrazoniumreaktion zu und bleibt
dann ohne erkennbare Verdnderungen erhalten (Abb. 7).

Die Fetttropfen sind anfangs nicht basophil und vermdgen in den
ersten Versuchstagen selbst bei pg 4.5 kaum Methylenblau zu binden.
Nach 7—8 Monaten 1aBt sich ihre Methylenblaubindefihigkeit dagegen
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bis pg 3,0 verfolgen (Abb. 3). In entsprechender Weise wird ihre An-
farbbarkeit mit Toluidinblaw erheblich verstirkt (Abb. 4).

Das zunéchst nur schwache Reduktionsvermdgen bei der Ferrichlorid-
Ferricyanid-Reaktion nach CEhvrREMONT-FREDERIC nimmt gleichfalls
allméhlich zu und ist nach 7—8 Monaten sehr deutlich ausgeprigt
(Abb. 6). Vom 190. Versuchstag an besitzen die Granula sogar die aus-
gepriagte Fahigkeit, Silbernitrat zu reduzieren, und die dltesten Pig-
mentkérnchen (230 Tage) werden bei der Silberimprignation nach
Masson-HampeRL tief braunschwarz gefarbt (Abb. 5).

Im Gegensatz zu diesen Anderungen der firberischen und histo-
chemischen Eigenschaften der Pigmentgranula bleibt die Fermentakii-
vitdé der phagocytierenden Zellen im Rahmen der Fehlerbreite unserer
Nachweisverfahren konstant.

Die bei unseren Versuchen gewonnenen Daten iiber den Entwick-
lungsablauf des Ceroids diirften allerdings nur hinsichtlich der Art seiner
Alterung Allgemeingiltigkeit besitzen. Dagegen kann die Geschwindig-
keit, mit der die Umwandlung des Pigmentes erfolgt, zundchst nur auf
die von uns gewdhlten Versuchsbedingungen bezogen werden. Es ist
durchaus denkbar, daB die Zeit, welche fiir den Umbau der Fettstoffe
benotigt wird, von der Art des Organs abhéngt, in dem die Speicherung
erfolgt. AuBerdem spielt sicher das AusmafB der Gewebsschidigung und
der Blutung eine Rolle, welche mit der Bildung der Pigmente einhergehen.

Die eytochemischen Verdnderungen, die das Ceroidpigment im Laufe
seiner Alterung erfahrt, erkldren zwanglos die Tatsache, daf nicht selten
die im Gewebe dicht nebeneinanderliegenden und morphologisch weit-
gehend iibereinstimmenden Lipopigmente verschiedene histochemische
Eigenschaften besitzen. So findet man z.B. in Mesenchymzellen des
Ovars gelegentlich eisenfreie, fetthaltige Pigmente, die sich durch die
Intensitét ihrer Eigenfarbe, ihre Sudanophilie, ihr Reduktionsvermégen,
ihre Basophilie usw. deutlich voneinander unterscheiden. Die wechseln-
den Eigenschaften der Pigmentkornchen lassen sich jedoch ohne weiteres
in das hier wiedergegebene Entwicklungsschema einordnen. Es ist daher
der Schluff gerechtfertigt, dafi diese Unterschiede nicht der Ausdruck
einer groBlen Variationsbreite in der chemischen Zusammensetzung
dieser Pigmente oder gar Hinweise auf das Vorliegen grundsitzlich ver-
schiedenartiger Pigmenttypen sind, sondern nur verschiedene Ent-
wicklungsstadien ein und desselben Lipopigmentes darstellen.

Wenn man z.B. zwei Wochen und acht Monate alte Ceroidgranula
nebeneinanderstellt (s. Tabelle 2}, so findet man grundverschiedene Cyto-
plasmaeinschliisse, die scheinbar nichts miteinander zu tun haben, bei
denen es sich jedoch in Wirklichkeit nur um weit auseinanderliegende
Altersstufen des gleichen lipogenen Pigmentes handelt.

Virchows Arch. Bd. 331 24
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Auch die recht divergierenden Angaben fritherer Untersucher werden
in Anbetracht dieser Beobachtungen ohne weiteres verstdndlich. Denn
es liegt auf der Hand, dal die am Sektionsmaterial oder im Tierexperi-
ment gewonnenen Befunde verschieden ausfallen miissen, je nachdem
welches Entwicklungsstadium des Ceroidpigmentes jeweils untersucht
worden ist.

Diese sozusagen ,,physiologischen Anderungen der chemischen
Eigenschaften des Ceroidpigmentes, wie die zunehmende Umwandlung
des Fettbausteines und der steigende Gehalt an EiweiBstoffen, er-
schweren natiirlich die chemisch-analytische Untersuchung dieses Pig-
mentes. Auch bei der Isolierung dieser gefirbten Strukturen diirfte es
kaum maoglich sein, ein einheitliches Produkt zu gewinnen, da im Gewebe
fast immer Pigmentgranula verschiedener Altersstufen dicht beieinander
liegen.

II1. In welcher Weise lassen sich diese Anderungen der histochemischen
Eigenschaften des Ceroidpigmenies erkliren ?

Die bei der Resorption des nekrotischen Fettgewebes und der Blu-
tungsreste in den phagocytierenden Bindegewebszellen auftretenden
Fetttropfen stimmen zunichst in ihren cytochemischen Eigenschaften
vollig mit den Fetteinschliissen der lebenden Zellen des Mesenteriums
iberein. Die weitere Umwandlung dieser ingracelluliiren Lipidkugeln lift
sich zwm groflen Teil erkliren, wenn man von der Annahme ausgeht, dof
diese ungesittigten, an ihren Athylengruppen leicht angreifbaren Lipide
bei ihrer Speicherung tm Cytoplasma allméhlich oxydiert werden 345,717,
18,22,35,36, Die hierbei entstehenden verschiedenen Oxydationsstufen,
wie Peroxyde, a-Glykolgruppen, Carbonyl- und Carboxylgruppen sind
histochemisch in den lipidhaltigen Granula nachweisbar. Wihrend nun
die unstabilen Zwischenprodukte dieser Oxydationsvorginge im Laufe
der Alterung des Pigmentes mehr oder weniger schnell verschwinden,
kommt es allméhlich zu einer Anreicherung der weniger gut angreifbaren
Gruppen und zwar besonders der Carboxylgruppen, welche so die zu-
nehmende Basophilie der Ceroidgranula verursachen. Auch die Reduk-
tionsfahigkeit des Ceroids diirfte an die Athylengruppen der Lipide bzw.
ihre Oxydationsprodukte gebunden sein.

Ob den Verinderungen der Ceroidkérnchen allein ein oxydativer
Umbau der ungesittigten Fettstoffe zugrunde liegt, 146t sich allerdings
noch nicht sicher entscheiden. Es wire denkbar, dafl auBerdem Wechsel-
wirkungen zwischen dem Fettbaustein bzw. seinen Oxydationsprodukten
und der EiweiBkomponente eine Rolle spielen. Und schlieBlich muf auch
die Moglichkeit einer Umwandlung der Proteine in Betracht gezogen
werden.

So laBt sich heute die Frage noch nicht eindeutig beantworten,
worauf die zunehmende Unlislichkeit des Fettbausteines beruht. Besonders
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naheliegend ist die Vermutung, dal die ungeséttigten Fettsiuren nicht
nur oxydiert, sondern auch polymerisiert werden und dabei ihre Léslich-
keit verlieren3.% 22, Anderseits konnte auch eine Bindung der Lipide an
EiweiBstoffe ihre Loslichkeit in Fettlosungsmitteln beeintrichtigen 91987,

Von besonderem Interesse ist die allméhlich auftretende Gelbbraun-
firbung der Ceroidgranula. Da die Eigenfarbe des Pigmentes weder durch
organische Losungsmittel, noch durch Sduren, Alkali oder Oxydations-
mittel aus dem Schnitt entfernt werden kann, besteht die Méglichkeit,
daB dieser Farbung Oxydationsprodukte der Fettsduren zugrunde
liegen®. Dieser Auffassung steht die Ansicht einiger Autoren entgegen,
welche die Eigenfarbe der Lipopigmente auf einen besonderen, an Eiweif}-
stoffe gebundenen Farbstoff zuriickfithren®: . An Hand der bisherigen
Experimente kann diese Frage noch nicht geklart werden.

Und schliefilich muf} es vorerst offenbleiben, ob die gelbliche Eigen-
fluorescenz an den EiweiBlbaustein des Ceroids gebunden ist und nur
infolge der Kigenfarbe des Pigmentes den kennzeichnenden gelblichen
bis gelbbraunen Farbton erhélt, oder ob es sich um eine Autofluorescenz
der oxydierten Fette handelt.

IV. Welche Bezichungen bestehen zwischen dem Ceroidpigment und
anderen Lipopigmenten ?

Uberblickt man die histochemischen und morphologischen Eigen-
schaften des Hdmofuscins und des Ceroids, so fillt die weitgehende Uber-
einstimmung zwischen diesen Pigmenten ins Auge. Auch hinsichtlich
ihrer Pathogenese stimmen sie insofern iiberein, als bei ihnen Blutungen,
bzw. ein Himoglobinzerfall, hdufig (jedoch nicht immer) eine wesentliche
Rolle spielen. Wir méchten daher in Anlehnung an Prarse® und
ZorriNGER die alte Bezeichnung ,,Hamofuscin® mit dem neuen Begriff
;-0eroid” identifizieren. Da es bekannt ist, dafl diese Pigmente manch-
mal auch unabhingig von Blutungen auftreten, scheint es allerdings
zweckméBig zu sein, den préjudizierenden Namen ,,Himofuscin® zu
verlassen und an seiner Stelle den die firberischen und chemischen
Eigenschaften besser kennzeichnenden Namen ,,Ceroid‘ zu wihlen.

Auf die enge Verwandtschaft zwischen dem Lipofuscin und dem
Ceroidpigment (einschlieflich Himofuscin ) ist in den vergangenen Jahren
wiederholt hingewiesen worden. So vermutet PEarsE®, daB es sich bei
dem Ceroid und Lipofuscin 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 spitere
Entwicklungsstufe darstellen. Von anderen Untersuchern wird dagegen
die Moglichkeit in Betracht gezogen, daB sich das Lipofusecin in ein
ceroidartiges Pigment umwandeln konntels, 3,

Unsere Befunde zeigen gleichfalls die engen histochemischen Be-
ziehungen zwischen diesen beiden Pigmenttypen. Beide Pigmente sind

24%
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durch ihren Gehalt an Proteinen und schwer 1oslichen oxydierten Fett-
stoffen gekennzeichnet. Darliber hinaus zeigen die &lteren Ceroid-
pigmente Eigenschaften, die wir von dem alten Lipofuscin menschlicher
Organe kennen: Sie besitzen eine gelbbraune Eigenfarbe, ein deut-
liches Reduktionsvermégen und eine ausgeprigte Basophilie. Das
Ceroid gewinnt bei der Alterung also eine Reihe von Eigenschaften, die fir
das typische Lipofuscin kennzeichnend sind.

Gegen die Einheitlichkeit dieser Pigmente spricht jedoch, daB der
Eiweilibaustein des Ceroids mengenméBig nur eine untergeordnete Rolle
spielt, wihrend Proteine bei der Genese des Lipofuscins von Anfang an
im Vordergrund stehen':23. Wenn man weiterhin beriicksichtigt, daB
diese beiden Pigmenttypen in morphologisch sehr verschiedenartigen
Zellen abgelagert werden, némlich das Lipofuscin in Parenchymzellen,
das Ceroid (und Himofuscin) in Phagocyten, so scheint es 2weckmdfig
2u sein, vorerst nur von einer Verwandtschaft, nicht aber von einer Identitit
dieser Pigmente zu sprechen.

V. Welche Hinweise ergeben sich auf die kausale Genese des Ceroid-
pigmendtes ?

Unsere Versuche bestédtigen die von Dyx (FEYRTER)S, HARTROFTZ,
Hawprrr.2®, LEE®, sowie ZOLLINGER*?® vertretene Auffassung, dall das
Zusammentreffen von Fettgewebsnekrosen und Blutungen besonders
giinstige Voraussetzungen fiir die Entstehung dieses Pigmentes schafft.
Auch bei den vorliegenden Experimenten fithren der Abbau grofier
Fettmengen und die gleichzeitige Durchsetzung dieser Gewebsbezirke
mit Blutungen zu umfangreichen Ceroidablagerungen. Offenbar be-
giinstigt das frei werdende Himoglobin die Oxydation der im Fetigewebe
vorhandenen ungesdttigten Fetisiuren, die dabei zu einem Pigment um-
gewandelt werden.

Allerdings durfen wir daneben nicht die aktive Leistung der phago-
cytierenden Zellen vergessen. Hierfir spricht zundchst die Beobachtung,
daB die intracelluliren, feingranuliren Fetttropfen, welche naturgeméf
fiir die Zellen am leichtesten angreifbar sind, am schnellsten zum Pigment
umgewandelt werden. Dagegen werden die groBen intracelluliren Fett-
kugeln, welche mit der zunehmenden Alterung der Granulome immer
seltener zu finden sind, von den Phagocyten wegen ihrer GroBe lang-
samer verarbeitet als die feinen Tropfchen. Sie werden daher sehr
viel spiter unloslich und pigmentiert. Nach 230 Versuchstagen zeigen
diese groBen Fetttropfen Eigenschaften, wie man sie bei den kleinen
Tropichen bereits nach 2—3 Wochen findet.

Noch langsamer erfolgt die Oxydation der extracelluliren Fett-
massen, die erst nach einer sehr langen Versuchsdauer héchstens eine
ganz schwache gelbliche Farbe annehmen. Auch die anderen kennzeich-
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nenden Eigenschaften des Ceroidpigmentes, wie die Basophilie und das
Reduktionsvermogen, sind hier nur andeutungsweise vorhanden.

Fiir eine aktive Beteiligung der Zellen an der Bildung des Pigmentes
148+t sich ferner ihre starke Enzymaktivitit ins Feld fuhren, die kurze Zeit
nach der Phagocytose auftritt. Die fettspeichernden Mesenchymzellen
besitzen dann eine ausgeprigte Aktivitit hydrolytischer Fermente,
und zwar von saurer Phosphatase, Phosphoamidase und Aminopepti-
dase, die wahrend der Verarbeitung der Lipide unverdndert bestehen
bleibt.

Diese Beobachtung steht im Einklang mit Befunden, die wir bei der
Untersuchung verschiedener experimentell erzeugter Fremdkorper-
granulome erhoben haben. Die mononucledren Phagocyten und Riesen-
zellen besalen bei diesen Versuchen ebenfalls eine ausgesprochene Akti-
vitdt von saurer Phosphatase, Phosphoamidase, Aminopeptidase und
f-Glucuronidase, also sozusagen die enzymatische Standardausriistung
des Makrophagen?®. Auch im Ceroidpigment menschlicher Organe fanden
wir unlingst saure Phosphatase und gelegentlich auch unspezifische
HEsterase!s,

Da in den vorliegenden Untersuchungen das nekrotische Fettgewebe
und die Blutungsreste von einem resorbierenden Fremdkérpergranula-
tionsgewebe abgebaut werden und die Umwandlung der Fettstoffe in
typischen Phagocyten und Fremdkorperriesenzellen erfolgt, dirfte die
histochemisch nachweisbare Fermentaktivitit in den fettverarbeitenden
Zellen die gleiche Ursache haben wie in den Phagocyten der anderen
experimentell erzeugten Fremdkorpergranulome. Wir mochten daher
die Enzymausstattung dieser Zellen ebenfalls als Zeichen ihrer gesteiger-
ten Stoffwechselleistungen und ihrer erhdhten funktionellen Beanspru-
chung ansehen. Auch ihre Fermentaktivitdt spricht somit dafir, daB
sie eine Aufgabe bei der Verarbeitung des gespeicherten Fettes zu er-
filllen haben. Genau wie bei den Gewebsreaktionen auf andere Fremd-
kérper ergeben sich histochemisch jedoch keine Anhaltspunkte fiir eine
adaptive Enzymbildung in den phagocytierenden Zellen?s.

VI. Wie verhalten sich die bei der himorrhagischen Fettgewebsnekrose
auftretende HKisenpigmente?

Neben dem Ceroidpigment fanden sich im Bereich der hdmorrhagi-
schen Fettnekrosen im wechselnden Umfang auch Ablagerungen von
Eisenpigmenten. So war die Berliner Blau-Reaktion im Cytoplasma
einiger Phagocyten schon nach 4 Tagen positiv, und nach 810 Tagen
waren bereits die ersten typischen Kisenpigmentkérnchen zu sehen.
Wihrend sich die fettverarbeitenden und eisenspeichernden Zellen in
der Regel gut voneinander abgrenzen lieBen und hiufig sogar in ganz
verschiedenen Gewebsbezirken lagen, beobachteten wir gelegentlich auch
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Phagocyten, die Fettstoffe und Eisen dicht nebeneinander in ihrem
Cytoplasma abgelagert hatten.

Von besonderem Interesse war der Vergleich des Ceroidkérnchens
mit der organischen Trigersubstanz des Kisenpigmentes. In fritheren
Untersuchungen hatten wir gefunden, dafl die Trigersubstanz der
Siderinpigmente — ebenso wie die anderen Schwermetallverbindungen—
neben Proteinen und Polysacchariden auch dem Ceroid nahestehende
Lipide enthilt. Der Fettbaustein wird bei der Entstehung dieser Pig-
mente jedoch spéater gebildet als die Eiweil- und Kohlenhydratkompo-
nente und tritt auch quantitativ hinter diesen beiden anderen organischen
Substanzen zurtick!®.

Die chemische Zusammensetzung der Trégersubstanz war — soweit
sie mit histochemischen Methoden erfafit werden konnte — weitgehend
unabhingig von der Art des gespeicherten Schwermetalles und von den
Organen und Geweben, in denen die Schwermetallablagerungen erfolg-
ten'®. Diese Befunde sprachen (neben anderen Beobachtungen) fiir die
Annahme, dafl der organische Anteil der Schwermetallpigmente von den
speichernden Zellen aktiv gebildet wird und nicht einen Schlackenstoff
darstellt, der bei dem Abbau des Blutes oder des Gewebes anfillt und
nur zusammen mit dem jeweiligen Metallkation gespeichert wird. —
Demgegeniiber vertrat WeBer# die Auffassung, dall dem organischen
Restkorper des Hamosidering Ceroid bzw. Hémofuscin zugrunde legt,
das ohnehin stets bei Blutungen entstehen wirde. Nach der Entfernung
des Eisenhydroxydes aus dem histologischen Schnitt soll nach der
Meinung dieses Autors in den eisenspeichernden Zellen nur eine Art von
Ceroidpigment zuriickbleiben.

Fir die Untersuchung dieser Fragen ist die hdmorrhagische Fett-
gewebsnekrose besonders gut geeignet, weil bei der Resorption des nekro-
tischen Fettgewebes sehr reichlich Fettstoffe abgebaut und zum grofen
Teil als Ceroidpigment gespeichert werden. Wire die Annahme von
WeBER# richtig und wiirde der organische Restkorper einen phagocy-
tierten Schlackenstoff darstellen, so miilite er unter diesen Versuchs-
bedingungen mit dem Ceroid iibereinstimmen. Nach der Extraktion des
Eisens aus dem histologischen Schnitt diirfte man dann die eisenfreie
Tragersubstanz des Hamosiderins nicht von dem Ceroidpigment unter-
scheiden kénnen.

Das ist jedoch nicht der Fall. In Ubereinstimmung mit unseren
alteren Befunden tritt auch bei diesen Experimenten der Lipidbaustein
des Eisenpigmentes spater in Erscheinung als die Eiwei- und Polysac-
charidkomponente und ist auch bei &lteren Hisenablagerungen nicht
stark ausgeprigt. Demgegeniiber steht der Fettbaustein bei dem Ceroid
von Anfang an vollig im Vordergrund. In jiingeren Granulomen findet
man daher neben dem stark sudanophilen Ceroid die vollig fettfreie,



Entstehung des Ceroidpigmentes bei der hdmorrhagischen Fettgowebsnekrose 367

PAS-positive, organische Trigersubstanz des Hémosiderins. Erst ganz
allmahlich lassen sich in den Eisenpigmenten in geringerem Umfang auch
Lipide nachweisen, und selbst nach einer lingeren Versuchsdauer erreicht
die Sudanophilie der Trigersubstanz bei weitem nicht die des Ceroid-
pigmentes. Die charakteristische Entstehungsweise der Eisenpigmente,
bei der zundchst der Eiweil- und Kohlenhydratbaustein und erst spiter
ein geringfiigiger Lipidanteil gebildet werden, bleibt also auch dann er-
halten, wenn synchron mit der Hisenspeicherung reichlich Fettgewebe
abgebaut wird und somit besonders giinstige Voraussetzungen fiir die
Ceroidbildung gegeben sind.

Es zeigt sich somit auch unter diesen Versuchsbedingungen, daf die
organische Trigersubstanz des Eisenpigmentes nicht mit dem Ceroid
identisch ist. Nur ihr Fettbaustein, der erst allméhlich in Erscheinung
tritt und mengenméfBig gegeniiber den Proteinen und Polysacchariden
eine untergeordnete Rolle spielt, diirfte vielleicht dem Ceroid nahestehen.

Zusammenfassung

Bei experimentell erzeugten hamorrhagischen Fettgewebsnekrosen am
Mesenterium der Ratte treten in den phagocytierenden Zellen neben
Eisenpigmenten reichlich gelbbraune fluorescierende Lipopigmente auf,
die in ihren morphologischen und histochemischen Eigenschaften mit
dem Ceroid (bzw. Hdmofuscin )pigment iibereinstimmen. Sie enthalten
ungeséttigte Fette und deren Oxydationsprodukte sowie in kleinen
Mengen auch Eiweifistoffe. AuBlerdem lassen sich in den ceroidhaltigen
Zellen saure Phosphatase, Phosphoamidase, Aminopeptidase und ge-
legentlich unspezifische Esterase nachweisen.

Im Laufe der Alterung werden die fiarberischen und histochemischen
Eigenschaften der Pigmentkdrnchen in charakteristischer Weise ver-
andert: Sie verlieren allmihlich ihre Sudanophilie und lassen sich nach
sieben bis acht Monaten mit Sudan ITI/IV nicht mehr anfirben. Die
zundchst farblosen Fetttropfchen nehmen eine gelbe und schlieBlich
eine gelbbraune Farbe an. Ferner werden die gespeicherten Fettstoffe
sdurefest und PAS-positiv. Sie bekommen ein deutliches Reduktions-
vermogen und eine starke Basophilie, so dal die #ltesten Koérnchen
auch Silbernitrat zu reduzieren vermdgen und noch bei py 3,0 Methylen-
blau binden. Die zunichst deutliche Peroxydreaktion ist dagegen
schon nach kurzer Zeit negativ. Die &dltesten Ceroidkérnchen stimmen
somit in ihren Eigenschaften weitgehend mit dem Lipofuscin {iberein.

Dieser Umuwandlung des Ceroidpigmentes liegt offenbar eine allmihliche
Oxzydation des Fettbausteines zugrunde.

Die im histologischen Schnittpriparat oft zu beobachtenden wech-
selnden Higenschaften des Ceroids lassen sich in dieses Entwicklungs-
schema einordnen. Sie sind nicht als Hinweis auf das Vorliegen
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verschiedener Pigmenttypen zu werten, sondern stellen offenbar nur
verschiedene Entwicklungsstufen ein und desselben Pigmentes dar.

In den hadmorrhagischen Fettnekroscherden treten auBerdem in
wechselnder Menge Eisenpigmente auf, deren organische Trigersubstanz
sich vom Ceroid unterscheidet.

Summary

Hemorrhagic necrosis of fat-tissue was experimentally produced in
mesentery 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
cerotd (or hemofuscin) pigment. They arise mainly by oxidation of
unsaturated fats and contain also small amounts of proteins. Further-
more in ceroid-containing 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 ITI/TV. 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 pg 3,0. However, the
originally clear peroxide reaction is negative after a short time. Thus
the oldest ceroid granules resemble to some degree lipofuscin.

This change of the ceroid pigment is apparenily based on a gradual
oxtdation of 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 ,,Trigersubstanz® (carrier substance)
differs clearly from ceroid.
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