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~'ber die funktionelle ]~edeutung des in Parenehymzellen auftretenden fett- 
hMtigen Pigmentes, des Lipofuseins, gehen die Meinungen aueh heute noeh 
auseinander, well wit fiber seine ehemisehe Zusammensetzung und Entstehungs- 
weise nur liickenhafte Kenntnisse besitzen. Aueh die Beziehungen des Lipofuseins 
zum Ceroidpigment sind noeh umstrit ten. So hMten einige Autoren diese Pigmente 
ffir identiseh oder nehmen an, dab sic ineinander fibergehen kSnnen. In  welcher 
Weise ein [Jbergang erfolgen soll, ist allerdings bisher often geblieben. Dem 
steht die Ansieht gegenfiber, dab es sieh um versehiedene Cytoplasmas~rukturen 
handelt ;  und manchmal  wird sogar die Zugeh6rigkeit der Lipofuscine zu der 
Gruppe der Lipopigmen~e in Abrede gestellt (Literatur bei GnDmK und FISCtIEt~ 
1958). 

Zur Kl~irung dieser Fragen, und inSbesondere zur Aufdeckung der biologisehen 
Bedeutung des Lipofuseins, w/ire eine n/~here Kenntnis  seiner Entwicklung 
wfinsehenswert. Da sieh in mensehliehen Organen das Alter yon Zellstrukturen 
in der Regel nieht genau best immen 1/iBt, haben wir versueht, bei Tieren die Ent-  
stehung und Alterung der in Muskelfasern bzw. in Parenehymzellen auftretenden 
Lipopigmente zu verfolgen. 

Unter normalen Bedingungen tritt Mlerdings in den Organen der iibliehen Laboratoriums- 
tiere nut wenig Lipofusein in Erseheinung, dessen Alter zudem - -  gen~u wie beim Menschen - -  
h~ufig nieh~ sieher ztl ermi%eln isg. Einen Hinweis f/Jr die L5sung dieses Problems fanden 
wit in Arbeiten fiber die Organver/~nderungen beim Vitamin E-Mangelzus~and (MAl~TI~r und 
MooRs 1936, 1939, EI:NARSON und t~INGSTED 1938, BA~RIn 1938, H~sSSLSR 1941, I-IICKmAN 
und HARris 1946, MASO~ und TE~FOnD 1947, Mn~SSE>r 1948, RVPPEL 1949, E~swga~r, 
XAtrNITZ and SLA?CETZ 1949, Ai~s und H A ~ s  1950, M.~K~]SS 1950, E[~AnS05; 1952, Jff~- 
OE~S 1952, BECKMAI~N 1955, FOLblS 1957). Unter diesen experimentellen Bedingungen ent- 
stehen in Muskelzellen, und zw~r sowohl in glatten Nuskelfasen~ als auch in der Herz- 
und Skele~bmuskulatur fet~haltige Pigmente, deren ~hnlichkeit mit dem Liloofuscin yon 
verschiedenen Autoren hervorgehoben worden ist (ms FARrA 1946, ELST~A~r, I(ArgS~TZ und 
S~A~TZ 1949, L I ~ D ~  1957). 

F/il" die Verfolgung der Genese eiaes fetthaltigen, lipofuscinarfigen Pigmentes 
in Muskelfasern sehien uns daher die Untersuehung der Organe yon E-avitamino- 
tisehen Tieren besonders geeignet zu sein. Wit  haben deshalb bei I~atten, welehe 
eine Vitamin E-arme Digit erhielten, die Entwieklung der entstehenden Lipo- 
pigmente in regelm/il3igen Zeitabst/~nden untersueht und mit  den an Organen des 
Mensehen erhobenen Befunden vergliehen. 

* Der Deutsehen Forschungsgemeinschaft danken wir ffir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 
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Von besonderem Interesse waren dabei  die ersten Entwick lungss tad ien  des 
Pigmentes .  Des weiteren gait  es zu klgren, welche U m w a n d l u n g e n  die P igment -  
k5rnchen im Laufe der Al terung erfahren. U n d  schlieBlich war festzustel]en, 

welche Beziehungen zwischen dem Vi t amin  E-Mangelp igment  a n d  anderen  Lipo- 
p igmenten ,  ngmIich dem Lipofuscin u n d  dem Ceroid, bestehen. 

Die Bearbe i tung  eines derar t igen Problems ha t te  die Anwendung  histochemi- 
scher Methoden zur Voraussetzung,  da es mi t  diesen Verf~hren gelingt, auch 
die ersten is  noch unch~rakter is t i schen Entwick lungss tu fen  des Pig- 
mentes,  also gewissermalten das Propigment ,  morphologisch einwandfrei  zu er- 

fassen. AuBerdem k 5 n n e n  die bei gl teren Versuchst ieren dicht  nebene inander  
liegenden, sehr verschiedenen Alterss tufen dieser P igmente  nu r  mi t  einer morpho- 

[ogischen Methodik  gu t  vone in~nder  abgegrenzt  werden. 

Versuchsanordnung und Methoden 
I. Tierversuche. 50 vier bis seehs Wochen alte weibliche Wistarratten (Gewicht 80--120 g) 

wurden mit Vitamin E-armer Dii~t ern/ihrt, deren Zusammensetzung nach Angaben tier 
Deutschen Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach/Baden erfolgteL Diese Tiere wurden dureh 
Nackenschlag und Dekapitation am 66., 88., 99. 120., 140. 148. 165., 172. 191. 205. 207. 
219. 239,, 281. 333., 335., 346. 369., 371. 475. und 482. Tug nach dem Versuchsbeginn 
getStet. - -  Zur Kontrolle erhielten 23 weibliche Wistarratten eine Vitamin E-haltige Di/~t. 
Ihre Organe wurden nach den gleichen Zeitabsehnitten wie bei den Versuehstieren untersucht. 

II. Histologisehe und histoehemisehe Meihoden. Die angewandten histologischen Fdir- 
bungen sowie die histochemischen Reaktionen zum Nachweis von Proteinen, L@iden, Kohlen- 
hydraten, Nucleinsiiuren and Enzymen sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Ihre Durehffihrung 
erfolgte nach den Angaben yon GoMo~I (1953), P ~ S E  (1953), L~LLIE (1954) and G]mm~ (1956). 

Die Auswertung histoehemiseher Enzymreaktionen setzt die Beriicksichtigung yon Kon- 
trollversuchen voraus, die wir in der folgenden Weise durehgefiihrt haben: 

1. Vor allem wurden die Gewebe vor den eigentlichen Fermentnachweisen in ver- 
schiedener Weise vorbehandelt bzw. fixiert. Dabei legten wir besonderen Wert daranf, die 
Re~ktionen nicht nur an frischen Geweben, d.h.  an nativen Gefriersehnitten (Kryostat) 
vorzunehmen, sondern aueh - -  sofern es mSglich war - -  formalin- and aceton~ixiertes Material 
zu untersuehen, bei dem sieh die Diffusion bzw. die HerauslSsung des FermenteiweiBes aus 
dem Schnitt weitgehend verhindern Igl]t. Einzelheiten der Acetonfixierung und der Paraffin- 
einbettung sind in friiheren Arbeiten yon G ~ I a ~  and Bo~T~ (1956, 1957) zu linden. Fiir 
die Herstdlung formalinfixierter Gefrierschnitte verwendeten wit 4%iges neutrales Formalin, 
mit dem das Material bei 40 C 5--12 Std lung behandelt wurde. 

2. Sofern die Voraussetzungen daffir gegeben waren, warden die Fermentnaehweise stets 
mit verschiedenen Methoden durehgeffihrt, weil die MSglichkeit, die Lokalisation eines Enzyms 
dureh unterschiedliche chemische Umsetzungen naehzuweisen, eine geradezu ideale Kontrolle 
der Befunde d~rstellt. Besonderen Wert haben wir bei den Phosphatasenaehweisen auf die 
Gomori-Methoden gelegt, die naeh der Einffihrung der Azofarbstoffmethoden in der letzten 
Zeit etwas in den Hintergrund gedrgngr worden sind. Die St~I'ke der yon Go~ogI entwiekelten 
Naehweisreaktionen bernht auf der Verwendung eines physiologisehen Substrates, ngmlich 
des Natrium-fi-Glycerophosphates. Da aueh die Gomori-Verfahren bei einer sorgfgltigen 
Teehnik nur sehr kurze Inkubationszeiten (10--20 rain) erfordern und unter diesen Bedingun- 
gen eine ortsgetreue Lokalisation des Enzymes gew~hrleisten, dfirften sic vielleicht den Azo- 
methoden sogar iiberlegen sein. So lg~t sich z. B. auch bei der GomorLReaktion fiir saure 
Phosphatase eine Diffusion des Fermentes oder der Reaktionsprodukte des Enzymnachweises 
in 'die Zellkerne vermeiden (vgl. Abb. 6~ u. b und 7 a). 

Der Vorteil der Azomethoden beruht auf ihrer einfaehen Handhabung, so dab anch der 
Ungeiibte reproduzierbare Ergebnisse erzielen kann. Dem stetlt jedoeh die Verwendung 

i Der Dentsehen Hoffmann-La Roche A.G. Grenzach/Baden, danken wir fiir die Beratnng 
bei der Herstellung des Farters and der Durehfiihrung der Tierexperimente. 
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yon Substraten mit verh~ltnism~l~ig grol~en, komplexen Molekfilen gegeniiber, deren Per- 
mea.bilit~itsmSglichkeib unter Umst~nden beeintr~chtigt ist~ und die dann mit den Enzym- 
receptoren nicht in Wechselwirkung treten kSnuen. Nicht zuletzt ~ber ist auch der Einflu8 
des verwendeten DiazoniumsMzes auf d~s Ergebnis des Fermentnachweises in Rechnung 
zu stellen. - -  Die gleichen Uberlegungen gelte~l auch fiir die Esterasenachweisreaktionen, 
bei denen uns neben den bew~thrten :t-Naphbhyl~ceta~-und Naphthol-AS-Ace~atverfahren 
noch die a.uf einem underen Prinzip beruhende Bromindoxylmethode zur Verfiigung steht 
(vg]. hierzu EDER 1958 und GSss~R 1958). 

3. Bei allen Versuohen wurde jeweils ein Schnitt vor dem Enzymnachweis 15 rain lang 
ge]cocht und dann zusammen mit den anderen (nicht inaktivierten) Pri~paraten weiterbe- 
h~ndelt. 

4. Weiterhin ffihrten wir stets Experimente durch, bei denen das Substrat in der Inku- 
bationslSsung weggelassen wurde, w~hrend sonst die Nachweisreaktion in der iiblichen Weise 
vorgenommen wurde. 

5. Zusatz yon spezifischen Effe]ctoren. a) Saure Phosphatase: Natriumfluorid. b) Unspezi- 
fische Esterase: Natrium-T~urocholat, Nat.riumfluorid, Atoxyl, DFP, E 600 (s. Go,ore 
1955, S~EIGLE])E~ und Sc~v~s  1957). - -  Auch die anderen Fermentreaktionen wurden in 
der iiblichen Weise mit und ohne Effektoren durchgefiihrt. 

6. Diffusionsversuche (saure Phosphatase und unspezifische Esterase). a) Ein hitze- 
in~ktivierter und ein unbehandelter aktiver Schnitt (z. B. Leber) wurden in Deckglasabstand 
(etwa 75 #) ffir 12 Std bei Zimmertemperatur in Phosphatpuffer (p~ 5,0 saure Phosphatase 
und p~ 7,2 unspezifische Esterase) nebeneinander gestellt. Anschliel~end erfolgte der iibliche 
Fermentnachweis. b) Ein hitzeinaktivierter Sehnitt wurde zur H~lf~e mit einem unbe- 
handelten aktiven Schnitt (z. B. Leber) bedeckS; d~nn gemeinsame Inkubation. 

Untersuchungsergebnisse 
I. Untersuchungen am Vitamin E-Mangelpigment. Von s~mtlichen Ver- 

suehs- und Kontrolltieren wurden zahlreichc 0rgane untersucht. In Uberein- 
stimmung mit M]~Ess~ und ~UPPa~L (1949) stellten wir feat, dal3 nach allen an- 
gewandten histologisehen und histochemischen Methoden die Entstehung und 
die Natur  der beinl Vitamin E-Mangelzustand in den glatten Muskelfasern, 
sowie in der Herz- und Skeletmuskulatur auftretenden Lipopigmente stets 
die gleiche war. Unsere Befunde stimmten duher in den verschiedenen Organen 
in den wesentliehen Punkten tiberein. Bei der Beschreibung der Versuchs- 
ergebnisse k6nnen wir uns deshalb auf die Ver/~nderungen im Uterus beschr/inken, 
in dem die Entwicklung der PigmentkSrnehen am st~rksten ausgepr~gt war und 
besonders gut demonstriert werden kann. 

Nach einer Versuchsdauer von 3 - -4  Monaten zeigte der Uterus der Vitamin E- 
frei ern/ihrten Ratten bei der Betrachtung mit bloi]em Auge eine ganz schwache 
gelbliehe F/~rbnng, w/ihrend seine GrSl3e und GestMt nicht yon der Norm ab- 
wichen. Die histologlsche Untersuchung ergab bei der Verwendung der Lupen- 
vergr6Berung keine wesentlichen Vergnderungen. Erst die Betraehtung mit 
starker Vergr6Berung deekte in vereinzelten Muskelfasern an den Polen der Kerne 
kleine, im Durehmesser 0 ,5 - -1#  grol3e Granula auf, welehe zwar eine glasige 
Besehaffenheit besaBen, sich aber bei den/ibliehen histologischen Methoden, wie 
It/~matoxylin-Eosin, van Gieson oder Masson-Triehrom f~rberiseh nicht wesent- 
lich yon dem /ibrigen Cytoplasma unterschieden. Desgleiehen wiesen diese 
KSrnehen bei den histoehemischen t~eaktionen fiir Proteine, Kohlenhydrate und 
Lipide im Mlgemeinen die gleichen Eigenschaften auf wie das fibrige Cytoplasma : 
Bei der Tetrazoniumreaktion fiir aromatische Aminosguren warden sie, genau 
wie die anderen Zellbestandteile, sehr stark angef/~rbt. Sie waren Perameisen- 
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s/~ure-Sehiff-negativ, nur ganz sehwaeh PAS-positiv, besaBen keine nennens- 
werte Affinitiit fiir basisehe Farbstoffe und zeigten kein histoehemiseh 
naehweisbares lZeduktionsverm6gen. Mit Sudanrot und Olrot lieBen sie 
sieh weder am Gefriersehnitt noeh am Paraffinsehnitt darstellen. Nur bei 
der F/~rbung mit Sudansehwarz nahmen sie - -  zum Untersehied von anderen 

Abb .  l a  u. b.  U t e r u s m u s k u l a t u r  n a c h  120 T a g e n  V i t a m i n  E-Mange lkos t ,  F ~ r b u n g  m i t  S u d a n -  
schwarz ,  K e r n e c h t r o t .  Vergr .  2000 •  Vereinzel te ,  ganz  s c h w a c h  a n g e f g r b t e  G r a n u l a  a n  den  

K e r n p o l e n  

Strukturen - -  einen schmutzig-grauschwarzen Farbton an. Diese sehr ge- 
ringe - -  allein bei der Verwendung yon Sudanschwarz in Erseheinung tretende - -  
Sudanophi]ie kam erst nach der Paraffineinbettung des Gewebes gut zum Aus- 
druck, bei der durch die Vorbehandlung mit Alkohol, Toluol usw. eine Extraktion 
der leicht 16sliehen Lipide erfolgte, w/~hrend der Fettbaustein der Granula nieht 
entfernt wurde (Abb. 1 a und b). Ein deutliches Bild der K6rnehen lieB sieh 
aber im Fluorescenzmikroskop erzielen, wei[ sic im UV-Licht oder im Blaulieht 
in einem weifliehen bis weigliehgelben Farbton aufleuchteten (Abb. 2 a und b). 
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Die besehriebenen perinuelegren Granula besagen noeh keine nennenswerte 
Eigenfarbe und konnten daher strenggenommen nieht als , ,Pigment" bezeiehnet 
werden. Die weitere Verfolgung der Organver/inderungen beim Vitamin E- 
Mangelzustand ergab jedoeh, dab es sieh bei diesen KSrnehen um die ersten 
Entwieklungsstadien des Vitamin E-Mangelpigmentes, also sozusagen um die 
Pigmentvorstufen bzw. das , ,Propigment" handelte. 

Auger den KSrnehen fanden wir in diesem Stadium des Versuches in einigen 
Muskelfasern eigent/imliche rundliehe, gelegentlieh zusammenfliel3ende, optiseh 
leere Vaeuolen, die manehmal 
bevorzugt in der N/ihe der Kerne 
lagen. Offenbar handelte es sieh 
bei diesen Gebilden um die von 
LI~DI~E]~ (1957) besehriebenen 
Golgi-Vaeuolen. Eine regel- 
m/il3ige Beziehung dieser Va- 
euolen zu den Granula war 
nieht festzustellen, da beide 
hgufig unabh/ingig voneinander 
in den Muskelfasern auftraten. 

Es sei betont, dab die Mehr- 
zahl der Muskelfasern in diesem 
Versuehsstadium noeh keine Ver- 
/inderungen zeigte. Aueh fluores- 
eenzmikroskopiseh waren in den 
meisten Muskelzellen noeh keine 
KSrnehen naehweisbar. 

Aueh im Lau/e der /olgenden 
Zeit (5--12 Monate naeh Ver- 
suehsbeginn) blieben die Form 
und die Gr6Be des Uterus unver- 

Abb. 2 a u. b. U~erusmnskulatur .  Autofluocescenz, 
/indert. Es t ra t  jedoeh eine z u -  Blaulieht.  a Nach  90 Tag'en Vi t amin  E-Nangeldi t t t .  

Vergr. 2000 x .  b Nach  120 Tagen Vi tamin  E-!Vlangeldi~it. 
nehmende gelbe Verfs des Vergr.  1000 x .  VereJnzelte, schwach weil~ bis hellgelblieh 
Myometriums auf, die nach fluorescierende Granu la  an  den KernPolen  

9 Monaten sehon recht ausge- 
prggt war. Bei der mikroskopischen Untersuehung traf man zu diesem Zeit- 
punkt in der Sehleimhaut unregelmgI~ig gestaltete, manehmal fast eystisch er- 
weiterte Drtisenlichtungen sowie H/tmosiderinablagerungen in den Histioeyten des 
Stromas. Im Vordergrund standen feingeweblich die intraeytoplasmatisehen, 
nunmehr sehwaeh gelblieh gef/~rbten Granula in den Ring- und LangsmuskeL 
sehichten des Myometriums. Diese PigmentkSrneben waren h/~ufig nieht mehr 
auf die Cytoplasmabezirke in der Umgebung der Kerne besehr~nkt, sondern ffillten 
manehmal die ganze Muskelfaser aus. Des weiteren hatten die Granula an Gr6Be 
zugenommen, so dab neben kleineren K6rnehen jetzt aueh grSBere Sehollen vor- 
handen waren. Neben den pigmenthaltigen Muskelfasern fanden sieh aueh zu 
diesem Zeitpunkt noch einzeln und in Gruppen liegende Muskehellen, die keine 
oder doeh nur ganz wenige PigmentkSrnehen enthielten. Eine Vacuolenbildung 
war bei den/~lteren Tieren nur noeh selten vorhanden. 
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Die  P igmen te  n a h m e n  al lms eine l%eihe yon  kennze ichnenden  f/~rbe- 
r i schen und  h i s toehemischen  E igenschaf t en  an. A m  Beispie l  eines Tieres,  das 
281 Tage  (also e twa  9 1V[onate) V i t amin  E-frei  e rns  worden  war,  sei alas Er-  
gebnis  unserer  U n t e r s u e h u n g e n  geschi ldert .  

Die Tetrazoniumreaktion ffir aromatisehe Aminos~uren war in den Pigmentgranul~ 
unver~ndert sehr stark positiv, die sieh bei der Anwendung dieses Verfahrens naeh wie vor 
nieht yon den anderen Cytoplasmastrukturen untersehieden. Mit Sudanschwarz wurden sie 
jetzt im Gefrier- und Faraffinschnittverfahren vielfaeh stark angef~rbt, wfihrend ihre Affinit/~t 
fiir Sudanrot und 01rot gering war. Die Perameisens~ure-Schiffreaktion fiir _~thylen- 

Abb. 3. Uterusmuskul~txtr nach 475 T~gen Vitami~lE-Mangelkost. F~l'bUng rait  Sudanschwarz- 
Kernechtrot. Vergr. 2000 • Die Muskelf~serll sin4 vSllig mi t  kleineren und grSl~eren stark sud~no- 

philen PigmentkSrnchen ~usgefiillt 

gruppen sowie die PAS-Reaktion fiir ~-Glykolgruppen waren deutlich positiv; und auch 
Carbonylgruppenlieltensiehmit dem Schiffschenl%eagensingeringem Umfang nachweisen. Bei 
der Priifung der S~urefestigkeit naeh ZI~L-N~ELSES nahm das Pigment einen roten Farbton 
an. Im Gegensatz zu den ersten Entwicklungsstadien zeigten die Granula nunmehr eine 
geringgradige Basophilie (iVfethylenblaubindung his p~ 4,6) und bei dem Test nach Cnt~VRE- 
MO~T-F~iD~RIC ein deutliehes 1%eduktionsvermSgen. Selbst Silbernitrat konnten sie, wenn 
aueh in weehselnder Stgrke, reduzieren. 

Obwohl der Uterus zu diesem Zeitpunkt (naeh 9 1Vfonaten) rait bloftem Auge stark gelb 
gef~rbt ersehien, besaSen die Pigmentgranula im histologischen Sehnitt nur eine sehwache 
heligelbliehe Eigenfarbe. Diese scheinbare Diskrepanz zwisehen dem makroskopisehen und 
mikroskopischen Befund mug wohl darauf zuriickgefiihrt werden, dal~ die histologische Unter- 
suehung an dfinnen Gewebsschnitten vorgenommen wurde, bei denen die Eigenfarbe natur- 
gem~l~ nicht so deutlich ist, wie bei der Betraehtung des gesamten Organes mit unbewaffnetem 
Auge. Besonders eindrucksvoll war die sehr starke hellgelbe Autofluorescenz des Pigmentes 
(Abb. 4). 

I n  den folgenden Monaten n a h m  das  A u s m a $  der  P igmen t i e rung  des Myo- 
m e t r i u m s  wel te r  zu. Der  Ute rus  zeigte schon be i  der  Un te r suchung  m i t  f re iem 
Auge eine ge lbb raune  und  sehliel~lich nach 16 Monaten eine fas t  dunke lb raune  
F/~rbung. Naeh  wie vor  wiehen seine F o r m  und  GrSfe  n ich t  yon  der  N o r m  ab. 
Die his tologisehe Un te r suchung  des E n d o m e t r i u m s  ergab auSer  e twas  un- 



[~ber die Ents~ehung yon Lipopigmenten in Nuskelfasern 437 

regelm~l~ig erweiterten Driisenschl/iuchen sowie zahlreiehen Hgmosiderinpar- 
tikeln in den Stromazellen keine Besonderheiten. Im Myometrium batten 
die Vergnderungen dagegen erheblich zugenommen: Die Muskelfasern waren 
in der l~egel mit PigmentkSrnehen und -schollen vollstgndig ausgefiillt; 
nur an wenigen Stellen fanden sich noeh pigmentarme oder pigmentfreie Zellen. 
Bemerkenswert. waren die Kernver/~nderungen, wie I-Iyperehromatosen, Pyknosen 

Abb. 4 a u, b, Ute rnsmuskula tm ' .  Autofluorescenz,  Blaulicht.  a Nach 375 Tagen  Vitaznin E-2Vlangeldi/it. 
Vergr. 1000 • Muskelfasern m i t  s ta rk  f luorescierenden P i g m e n t e n  ausgeffillt, b N a c h  486 Tagen  
Vi t amin  E-Mangeldifit .  Vergr.  1000 •  S ta rk  fluorescierende P i g ~ e n t k S r n c h e n  un4  -schollen in den 

lV[nskelfasern. Danebea  Makrophagen  mi t  phagocy t i e r t em Vi t amin  E-Mangelp ig~mnt  

und Chromatolysen, auf die bereits M~]~ssEl~ und gvgPl~L (1949) aufmerksam 
gemacht hatten. Mi~ zunehmender Vcrsuchsdauer kam es ferner zum Zerfall 
einzelner Muskelfasern und schliel31ich zum Untergang gr6Berer iKuskelbezirke. 
Zwischen den zugrunde gehenden ~{uskelfasern traten M~kroph~gen ~uf, welche 
das nekrotisehe Gewebsmaterial wegr/~umten und sieh dann besonders im perivas- 
cul/~ren Bindegewebe anh~uften. Ihr Zelleib en~hielt zahlreiche (offenbar phago- 
eytierte) Pigmentgranula. 

Im Lau[e der Alterung ver/~nderten sich die f/irberisehen und histoehemischen 
Eigensehaf~en der PigmentkSrnehen weiterhin erheblich. Die /~ltesten Granula 
(naeh einer Versuchsdauer von 16 ~Ionaten) zeigten dann folgendes Bild: 



438 P~TE~ GEDIGK und ROBERT FISC/tER: 

Bei der Tetrazoniumreaktion nahmen die Pigmente unverandert  eine tieidunkelrote 
Farbe an. Ihre Sudanophilie hat te  zugenommen, so dab sie mit Sudanschwarz am Paraffin- 
sehnitt  und am Gefrierschnitt gut darg'estellt werden konnten (Abb. 3). Ihre Affinit/~t fiir 
Sudanrot und 01rot war allerdings nach wie vor nur gering. Die Perameisensi~ure-Sehiff- 
Reaktion fiel deutlich positiv aus. Stark wurden die Granula bei der Perjodsgure-Leuko- 
fuehsinreaktion und bei der Priifung der S/~urefestigkeit nach ZIEHL-NEEnSEX angef~rbt. 

Abb. 5a u .b .  Uterusmuskulatur. Silberilnpragnation nach I~ASSON-I-IiMPERL. VergT. 1000 • 
a Nach 234 Tagen Vitamin E-l~angeldi~t. Die PigTaentkSrnchen verm6gen die ammoniakalische Siiber- 
nitratlSsung nicht (bzw. nnr in geringem Umfang) zu reduzieren. Die h~mosiderinhaltiffen Makro- 
phagen am oberen Rand des Bildes werden dag'egen deutlieh mit Silber impr~gniert, b Na.ch 371 Tagen 

Vitamin E-Maik~;eldi/it. Starkes ReduktionsvermSgen der Piglnentgranula 

Aueh ihre Basophitie war ausgepr/~gt: Sie besaBen eine starke Affinitat fiir Toluidinblau, 
und ihre Methylenblaubindef/~higkeit lieB sich bis pH 3,2 verfolgen. Sogar mit  dem Xupfer- 
phthaloeyanin-Farbstoff Astrablau gelang jetzt  eine Anf/~rbung des Pigmen~es. Besonders 
stark hat te  das I~eduktionsverm6gen der K6rnehen zugenommen, so dab sie bei dem Ferri- 
Ferricyanidtesg naeh CI~V~E~O~T-Fg~D~RIC tier blau gefi~rbt wurden und bei der Silber- 
impri~gnation (MAssoN-HA~PEgL) einen braunschwarzen Farbton amlahmen (Abb. 5 b). Die 
gelbe his gelbbraune Eigenfarbe der Pigmentgranula war jetzt  aueh im histologischen Schnitt  
gut erkennbar. Sehr ausgepr~gt war ferner ihre gelbe bis gelbbraune Autofluorescenz (vgl. 
Abb. 4a und b). 
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Nach dem Fre iwerden der P igmentkSrnchen  ~us den Muskelf~sern u n d  ihrer 
Phagoeytose dutch  Makrophagen kam es zu einer Verst~rkung ihrer Sud~no- 
philie, der Perameisens~ure-Sehiffreakt ion,  der S~urefestigkeit, der PAS- 
Reakt ion,  der Basophilie u n d  des l%eduktionsvermSgens. Aul~erdem gaben sie 
im Gegensatz zu den KSrnchen  in  den Muskelfasern manchmM eine posit ive 
Berl iner  Blau-Reakt ion ,  deren In t ens i t~ t  Mlerdings in  weiten Grenzen sehwankte  
(R~PPEL 1949, LINDNER 1958). So traf  mall  nebeneinander ,  und  zwar oft in  
e inem Phagoeyten,  v611ig eisenfreie Lipopigmentgranula  u n d  P igmentkSrnehen  
mi t  einem deut l iehen  EisengehMt, welehe sieh bei der Berliner Blau-Reakt ion  in  
einer gr/ inen Misehfarbe darstell ten.  Die posit ive Berl iner  Blau-Reakt ion  war 
haufig auf die oberfl/iehliehen Sehiehten des Pigmentes  besehri~nkt. Augerdem 
bu t te  die Zahl der eehten H/ imosider ink6rnehen zugenommen,  die manehmM 
zusammen  mi t  dem phagoeyt ier ten  Vi t amin  E-Mangelp igment  in  ein- und  dem- 
selben Makrophagen abgelagert  waren. 

Die histoehemisehe Unte r suehung  der Fermentalctivi t i i t  der Uterusmuskel-  

fasern ergab folgende Befunde.  

Bei der Nachweisreaktio~ fiir saure Phosphatase naeh Go~oRt traten in den Muskelfasern 
sehon naeh kurzen Inkubationszeiten braunschwarze, gek5rnte Niedersehl~ge auf, die in 
Gestalt nnd Anordnung den Lipopigmenten entsprachen (Ahh. 6a). Naeh l~ngeren Bebrfi- 
tungszeiten flossen diese Niederschl~ge zu homogenen Pr~zipitaten zusammen (Abb. 6b). 
I)as 10igmentfreie Cytoplasma und diejenigen Muskelzellen, die noch keine PigmentkSrnchen 
enthielten, zeigten nur eine ganz schwaehe Enzymaktivit~tt (Abb. 6a, 7a u. b und 8). Grund- 
s~tzlich das gleiche Ergebnis lieB sich bei der Anwendung der Azomethode erzielen. Diese 
Verteilung der sauren Phosphataseaktivit~t trat in dem mit Aeeton fixierten und in Paraffin 
eingebettefen 1VIateriM ebenso in Erseheinung wie in den nativen oder formalin-fixierten 
Gefrierschnitten. Nur die Enzymaktivit~tt des pigmentfreien Cytoplasmas war in den Ge- 
friersehnitten etwas starker Ms nach der Aeetonfixierung und Paraffineinbettung; sie blieb 
jedoeh stets hinter der Fermentaktiviti~t der Pigmentgranula zuriick (Abb. 7 a und b). 

In besonderen Versuchen priiften wit die Frage, ob die Stellen der Phosphataseaktivit~t 
mit den in den Muskelfasern gelegenen Pigmenten iibereinstimmen. Genau wie bei unseren 
frfiheren Versuehen gingen wir dabei so vor, dab an tin- und demselben Sehnitt naeheinander 
die Fermentaktivit~t und das Pigment dargestellt und photographiert wurden (G~DmK und 
Boz~T~ 1956): Zun~chst fertigten wit yon den Schnitten, an denen die l%eaktion fiir saure 
Phosphatase mit der Bleiphosphatmethode naeh Gos~ouI durehgef/ihrt worden war, Photo- 
graphien an. Dann stellten wir die Schnitte ffir 10 rain in 20%ige SMzs~ure, um das End- 
produkt des Enzymnaehweises, das Bleisulfid, zu entfernen. Anschliegend wurden die Pr~pa- 
rate gew/~ssert und zur fluoreseenzmikroskopisehen Untersuehung mit Eukitt eingedeekt. 
In andereu F~llen fiihrten wit naeh dem Fermentnaehweis in entspreehender Weise eine 
Pi~rbung mit Sudanschwarz dureh. Das Ergebnis wurde dann erneut photographiert (Abb. 8 a 
und b). 

Vergleicht man nun das Bild, das sieh bei der Phosphatasereaktion ergibt, mit der Photo- 
graphic eines Fluorescenzsehnittes oder einer Sud~nsehwarzfgrbung des gMchen Pr/~parates, 
so erkennt man, dM3 die Enzymaktivit~t haupts/~ehlich im Bereich der fluoreseierenden Pig- 
mente auftritt. Dagegen zeigen diejenigen Muskelfasern, in denen noeh keine Pigment- 
granula entstanden waren, keine oder nut eine geringfiigige Aktiviti~t yon saurer Phosphatase. 

In ganz entspreehender Weise verhielten sieh die Muskelzellen aueh bei den Nachweis- 
reaktionenfiir unspezifische Esterase: Die PigmentkSrnehen zeigten fast immer (jedoeh night 
regelmgBig!) eine deutliche :Esteraseaktivitgt, ws das iibrige Cytoplasma nut eine 
sehwaehe, mehr diffuse l%rmentreakgion besaB. Dieses Ergebnis war zwar weitgehend unab- 
hgngig yon der Vorbehandlung des Gewebes und dem angewandten histoehemischeu Verfahren 
(Bromindoxyl- bzw. e-Naphthylaeetat oder Naphthol-AS-Aeetat-Methode) (Abb. 9 a und b); 
es fiel jedoeh auf, dab bei der Verwendung yon Bromindoxylaeetat als Substrat die Zahl 

Virehows Arch. path.  Ana~., Bd. 332 3 0  
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der esterasenegativen Granula besonders grofl war, wenngleich die/iberwiegende Zahl der 
K6rnchen auch bei diesem Verfahren eine deutliche Enzymreaktion aufwies. 

5-NucIeoticlase war in der gesamten Uterusmuskulatur vorhanden. Diese Fermentreaktion 
t ra t  an den Pigmentk6rnchen und im Bereich des tibrigen Cytoplasmas gleich stark in Er- 
scheinung. 

Das 1YIyometrium besaB eine starke Aktivit/~t yon fi-Glucuronidase. D~s Verhalten der 
Pigmentk6rnchen war wegen der diffusen Reaktion innerhalb der Muskelfasern meistens nicht 

Abb. 6a u. b. Uterusmuskulatur nach 239 Tagen Vitamin E-Mangolkost. Vergr. 1768 • Saure 
Phosphatase (Go,loRD. H~atoxylin.  a Inkubationszeit 4:0 rain. Ansgepr~tgte Phosphataseaktivit/~t 
der pigmenthaltigen Cytoplasmabezirke. b Inkubationszeit 3 Std. Zusammetfflie2en des Bleiphosphat- 

pr/~cipitats un4 beginnende Diffusion in die Umgebmag. Noch keine ,,Kernphosphatase" 

einwandfrei erkennbar. Gelegentlich traf man jedoch neben den tief dunkelblauen, die 
Fermentaktivit/~t anzeigenden Pri~zipitaten Glucuronidase-negative, nut  dank ihrer Eigen- 
farbe sichtbare PigmentkSrnchen. 

Sehr ausgepr~gt war die Dehydrogenasealctivitiit der Uterusmuskulatur,  welche fast diffus 
in Erscheinung trat .  An den Kernloolen land sich h/~ufig eine besonders starke Aktivit/~t dieses 
Enzyms. Trotzdem lieBen sich keine sicheren Beziehungen zwischen den PigmentabIagerungen 
und den SteUen der Fermentreaktion nachweisen. Manchmal war das Pigment eindeutig 
dehydrogenasenegativ. 

Allcalische Phosphatase, Lipase, Phosphoamidase und Aminopeptidase waren in den Uterus- 
muskelfasern mit  den uns zur Verfiigung stehenden l~ethoden nicht nachweisbar (Abb. I0). 
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Die Uterusmuskulatur der Kontrolltiere zeigte bei der Nachweisreaktion ffir saure 
Phosphatase nach GoMo~I und bei der Azomethode sowohl am Paraffinsehnitt als auch am 
nativen Material nur eine ganz schwache diffuse Enzymaktivit~t. Unspezifische Esterase 
trat in den Nativ- und in den 
Paraffinschnitten gleichfalls in 
Form einer sehwachen diffusen 
Reaktion in Erseheinung. Bei 
den anderen histoehemischen 
Enzymnachweisen (alkalisehe 
Phosphatase, 5-Nucleotidase, 
Phophoamidase, Aminopepti- 
dase, fl-Glueuronidase, Dehydro- 
genase) ergaben sich keine 
nennenswerten Untersehiede zwi- 
schen den Tieren, welche eine 
Vitamin E-Mangelkost erhielten 
und den Koutrollgieren. 

I I .  i n  besonderen Ex- 
per imenten  un te r such ten  wir 
histochemisch das Lipo- 
[uscinpigment in einer Reihe 
von menschlichen Organen, 
wie Herz, Leber, Ganglien,  
Nebenniere,  Hoden  usw. 
Bei diesen Un te r suchungen  
zeigte es sich, dab die Eigen- 
schaften des Lipofuscins 
deut l iehen,  offenbar alters- 
bed ing ten  Sehwankungen  

unterworfen  sind. Da die 
an den  Lipofuseinen ver- 
sehiedener Gewebe erho- 
benen  Befunde n ieh t  wesent- 
lieh vone inander  abwichen,  
wurden sie zusammen-  
gefaBt und  in  der Tabelle 1 
dem Vi tamin  E-1VIangelpig- 

Abb. 7a u. b, Uterusmuskulatur naeh 475 Tag'en Vitamin 
inent  und  dem Ceroid gegen- E-Mangelkost. Vergr. 544 x. Native Gefrierschnitte am 
/ibergestellt.  t~ryostaten. AnschlieBend 15 min Fixierung in Formalin bei 

+ 40 C. Saure Phosphatasereaktion. a Gomori-Methode. 
V m  einen Vergleich Inkubationszeit 30 rain. H/~matoxylin. b Azomethode. 

Inkubationszeit 100 rain. tt/imatoxylin. Starke Aktivit~tt zwischen dem enzymatischen yon saurer Phosphatase im Bereich der Pigmentk5rnchen 
Verhalten des Vitamin E- 
Mangelpigmentes und den im menschlichen Organismus au/tretenden Lipopigmenten 
zu erm6glichen, haben  wir mi t  neueren  Methoden, und  zwar vor allem dureh die 
t Ie rs te l lung na t ive r  Gefrierschnit te  im Kryos t a t en ,  die bereits frfiher vorge- 
n o m m e n e n  Un te r suehungen  am Lipofuscin und  Ceroid des Menschen (GEDIGI~ 
und  BONTgE 1956) wiederholt  u n d  fiberpr/ift. Dabei  k o n n t e n  wir die seinerzeit 
e rhobenen Befunde in  allen wesent l ichen P u n k t e n  best/~tigen: 

Das Lipofusein zeigte in den untersuehten Organen (Herzmuskel, Leber, Nebenniere, 
Hoden und sympathische Ganglien) - -  aueh bei der Anwendung verschiedener 1VIethoden - -  

30* 
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eine deutliehe t~eaktion der sauren Phosphatase und unspezifischen Esterase. Zwisehen den 
Gefrierschnitten und dem aeetonfixierten, in Paraffin eixigebetteten Material fanden sieh 
keine nennenswerten Unterschiede. Nur das die PigmentkSrnchen umgebende, sowie das 
welter entfernt liegende Cytoplasma besag in den nativen Gefriersehnitten eine diffuse En- 

Abb. 8a u. b. Uterusmuskulatur naeh 239 Tag'en Vitamin E-Mangelkost. Vergr. 400 x. a Saute 
Phosphatase (GoMo~I), Inkubationszeit 40 rain, Himatoxylin, b Der gleiche Schnitt wie a naeh Ent- 
fernung des Bleisulfidniederschlages mit Salzsiure. Autofluorescenzaufnalmie zur Darstelhmg der 
Pigmentgranula. Der Verg'leich tier beiden Bilder zeigt eine weitgehende morphologische ~berein- 

stimmung yon Phosphataseaktivitat und BigmentkSrnchen 

zymaktivit~t, die wit in dem acetonfixierten und eingebetteten Gewebe entweder gar nieht 
oder erst bei l~ngeren Inkubationszeiten feststellen konnten. 

Genau wie bei unseren frtiheren Experimenten (G]~DIGK nnd BOXTKE 1956) fanden wit 
in allen Organen stets aueh Pigmentk6rnehen, in denen sich histoehemiseh keine unspezifisehe 
Esterase naehweisen lieg. Besonders hgufig fiel die Esterasereaktion bei der Verwendung 
yon 5-Bromindoxylaeetat als Substrat negativ aus, obwohl aueh unter diesen Versuehs- 
bedingungen die lV[ehrzahl der Lipofuseingranula eine deutliehe Esteraseaktivi t i t  aufwies. 
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Abb. 9a u. b. Uterusmuskulatur nach 239 Tagen Vitami~ E-M:angelkost. Unspezifische Esterase. 
a ~-Naphthylacetatmethode. Inknba~ion 1 Std. tt~tmatoxyliu. Vergr. 1560 • b Bromindoxylacetat- 
Methode. Inkubationszei~ 2 Std. Kernechtrot. Vergr. 1360 x. Ausgeprggte Esteraseaktivit~t im 

Bereich dos Pigmentgranula 

Abb. 10. Uterusmusknlatnr nach 475 Tagen Vitamin E-Mangelkost. Alkalische Phosphatase (GOMORI). 
Inkubationszeit 5 Std. Ver,.r. 623 • Starko Phosphatasereaktion der Capillarendothelien. Keine 

Enzymaktivit~t im 5~yometrium. Beginnende Diffusion wegen der langen Inkubationszeit 

Andere Fe rmen te  konnten  wh" auch jetzt  in den Lipofuscink/Srnchen menschlicher Organe 
mi~ his tochemischen Methoden nieht  nachweisen (s. Tabelle 1). Zur  Sichersng der 
beschriebenen Beftmde haben  wir  die oben angegebenen Kontrsllversuche durchgeffihr~ 
(s. S. 432). 
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Diskussion 
1. Welche Hinweise ergeben sich aus unseren Be/unden au/ die chemische Zu- 

sammensetzung des roll ausgepriggten Vitamin E-Mangelpigmentes und des Lipo- 
]uscins ? (vgl. Tabelle 1). Da die Ergebnisse der durehgeffihrten histochemischen 
Reaktionen beim Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofuscin verschiedener 
Organe in allen wesentlichen Punkten iibereinstimmen, kSnnen die an diesen 
Pigmenten erhobenen Befunde gemeinsam diskutiert werden: 

Besonders eindrucksvoll f~llen in den PigmentkSrnchen die l%eaktionen fiir 
Aminos~inren und Proteine aus. So wird durch die Tetrazoniumreaktion, welche 
das Vorkommen yon aromatischen Aminosi~uren anzeigt, stets eine sehr starke 
Anfs der Granula erzielt. Auch andere histochemische Eiweil~reaktionen, 
wie der Ninhydrin-Sehifftest, die Argininreaktion (SAKAGUCm), die Millonsehe 
l~eaktion flit Tyrosin, sowie der Sulfhydrylnachweis nach BAR~ETT-SELIGMA~ 
geben positive Resultate. Diese Befunde stehen im Einklang mit frfiheren Unter- 
suchungen yon GY~)laGu und GOLDBLATT (1942), ENDICOTT und LILL~]~ (1944), 
MOORE und WAnG (1947), sowie GE])IGI~ und FIsc]z]~ (1958), welche am Vit- 
amin E-Mangelpigment des Uterus und ira Ceroid Proteine naehgewiesen haben. 
Aueh das Lipofuscin enth~lt, wie wir seit langem wissen, EiweiBstoffe (LvBARSCR 
1902, 1922, BRA~ und SC~II)TMA~ 1920, 1922, KVTSC~V, RA-AIc~B~RG~ 
1922, sowie H]~ID]~R]~ICR und SI]~BWRT 1955). Eine weitere Charakterisierung 
der Eiwei~bausteine dieser Pigmente ist mit histochemisehen Methoden vorerst 
nicht mSglich. Bei einem Tell dcr Proteine dfirfte es sieh aber wohl um Ferment- 
eiweiB handeln (s. S. 447--450). 

Wie zu erwarten, liei~en sieh als weiterer Baustein schwer 15sliehe bzw. un- 
15sliche Lipide nachweisen. Diese Fettkomponente war dureh ihren Gehalt an 
~thylengruppen gekennzeichnet, so d ~  angenommen werden mu~, dai] in ihr 
reiehlieh mehrfaeh unges~ttigte Fetts~uren vorkommen. Genau wie beim Ceroid 
fanden wir weiterhin Carbonylgruppen (Schiffsehe Reaktion), a.-Glykolgruppen 
(PAS-l%eaktion) und Carboxylgruppen (Basophilie), die bekanntlieh bei der vor- 
siehtigen 0xydation unges~ttigter Lipide entstehen kSnnen. Aueh die S~ure- 
festigkeit (F~rbung nach Z~L-NE~LS]~) und das ReduktionsvermSgen (Test 
naeh CR]~vm~o~T-FRk])]~mc) dfirften an die Lipidkomponente gebunden sein. 
Bemerkenswert war der positive Ausf~ll der Bakerschen Reaktion ffir Phospho- 
lipide. D~ jedoeh die fiir die Kontroliuntersuchung erforderliche Pyridinextrak- 
tion wegen der UnlSslichkeit des Fettbausteines nieht durchfiihrbar w~r, mSchten 
wir diese Ani~rbung der Pigmentgranula mit gro~er Vorsicht bewerten. Immerhin 
macht es dieser Befund doch sehr wahrscheinlich, daft den nachgewiesenen un- 
ges~ttigten Fettstoffen - -  wenigstens zum Tell - -  Phospholipide zugrunde ]iegen. 
Aueh die deutliche Anf~rbung mit Luxolf~stblue sowie die im Verh~ltnis zu der 
starken Anf~rbbarkeit mit Sudanschwarz nur geringe Affinits ffir Sudanrot und 
01rot sprechen fiir das Vorkommen yon Phospholipiden ( P ~ s ~  1953). Mit 
histoehemisehen Methoden wird sich diese Frage allerdings vorerst nieht sicher 
entscheiden lassen, da die derzeitigen Verfahren zur gen~ueren Abgrenzung be- 
stimmter Lipide im histologischen Sehnitt noch nicht zuverl~ssig genug sind. 
WirVmfissen hns daher auf die Feststellung besehrs dai~ im Vitumin E- 
Mangelpigment und Lipofuscin aul~er Proteinen sicher sehwer 15sliehe, hoch- 
unges~ttigte und teilweise oxydierte Lipide enthalten sind, und d~l~ es sich 
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hierbei mSglieherweise um Phosphatide handelt. Cholesterin bzw. Cholesterin- 
ester waren mit unseren Methoden nieht naehweisbar. 

In einer friiheren Mitteilung hatten wit die Bedeutung der Perjods4ure- 
LeukoJuchsinreaktion des Ceroids diskutiert (G~DmK und FIscgE~ 1958), deren 
positiver Ausfall aueh beim Vitamin E-1VIangelpigment und Lipofusein seit langem 
bekannt ist. Dutch histoehemisehe Untersuehungen liel3 sieh zeigen, dab die Re- 
aktionsf/~higkeit des Pigmentes mit Perjodsgure an benaehbarte Itydroxylgruppen 
gebunden ist. F/it die weitere Bewertung der Perjods/~ure-Leukofuehsinreaktion 
ergeben sieh beim Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofusein jedoeh die 
gleiehen Sehwierigkeiten wie beim Ceroid: Grundsgtzlieh kSnnten die mit der 
PAS-Reaktion naehgewiesenen ~-Glykolgruppen einem Kohlenhydrat-(odor Poly- 
saeeharid-)baustein angehSren, wie es yon versehiedenen Autoren vermutet 
worden ist (ZoLLING~R 1953, L~LOND U. Mitarb. 1957). Dieser Auffassung steht 
aber entgegen, dab aueh bei der vorsiehtigen Oxydation ungesgttigter 1%tts/~uren 
an den Doppelbindungen benaehbarte Hydroxylgruppen entstehen k6nnen, die sieh 
bei der Perjods/~ure-Leukofuehsinreaktion genauso verhalten wie die a-Glykol- 
gruppen in Polysaeehariden. Somit darf eine positive PAS-Reaktion nur dann als 
Kohlenhydratnaehweis gewertet werden, wenn die betreffende Struktur keine 
ungesgttigten Fetts~uren enth&lt, bzw. wenn sieh diese Lipide vor der Perjod- 
s/tureoxydation aus dem Sehnitt extrahieren lassen (WoLgA~; 1950, 1956, 
GEDmI~ 1952, PE~s~  1953). Das ist jedoeh weder beim Ceroid noeh beim aus- 
gepr/igten Vitamin E-Mangelpigment oder beim Lipofusein m6glieh. Da wit f/Jr 
das Vorkommen von Kohlenhydraten in den genannten Lipopigmenten - -  auBer 
der positiven PAS- geaktion - -  keine weiteren Anhaltspunkte besitzen, und zu- 
dem die l%lle der unges/~ttigten Fetts/~uren und der an ihnen ablaufenden Oxy- 
dationsvorggnge ffir die Entstehung lipogener Pigmente unumstritten ist und dureh 
mehrere voneinander unabhgngige Methoden naehgewiesen werden kann, gelangen 
wit aneh bei diesen Experimenten zu dem SehluB, dab die positive PAS-geaktion 
an den Fettbaustein des Lipopigmentes gebnnden ist. Diese Auffassung wird 
dureh die Beobaehtung gesttitzt, dab die j/ingsten PigmentkSrnehen, welehe 
nut sehr wenig Fettstoffe enthalten, aueh nut ganz sehwaeh PAS-positiv sind. 

F/ir das Vorhandensein yon Nucleinsiiuren ergaben sieh histoehemiseh keine 
Anhaltspunkte. 

Genau wie im Lipofusein mensehlieher Organe (G~DIGK und BO~TI~E 1956) 
liegen sieh in dem Vitamin E-1V[a,ngelpigment des Rattennterus hydrolytische 
Enzyme, und zwar saute Phosphatase und unspezi/ische Esterase nachweisen. Die 
Aktivitgt dieser Fermente war im Bereich der PigmentkSrnchen und -sehollen 
sehr ausgepr/~gt und hinsichtlich ihrer Intensit/~t mit der histoehemisch erfaBbaren 
Phosphatase- bzw. Esteraseaktivitgt parenehymatSser Organe durchaus ver- 
gleichbar. ])as iibrige die Pigmentgranula umgebende und auch das weiter ent- 
fernt liegende Cytoplasma der Muskelfasern besaB demgegentiber histochemiseh 
nur eine geringffigige Aktivits yon saurer Phosphatase und nur eine sehwache 
bis hSehstens mittelgradige Esteraseaktivit~t (Abb. 6--9). 

Alkalisehe Phosphatase (Abb. 10), Phosphoamidase, Aminopeptidase und Li- 
pasen konnten wir mit histochemischen Methoden in dem Vitamin E-Mangelpig- 
ment nicht nachweisen. Nicht eindeutig zu kl/~ren war das Verhalten der Pigment- 
k6rnchen bei den Nachweisreaktionen ffir fl-Glucuronidase und Dehydrogenasen, 
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Tabelle 1. 

Eigenfarbe.  

PETER GEDIGK und RO3ERT FISCHER: 

Ubersicht iiber die histochemischen Eigenschaften und das f&berische Verhalten des 
Ceroids, des Lipofuscins und des 

Eigeniluorescenz (Blautieht) . . . . . . . . .  

F/~rbung mit  Sudan I I I / IV (am ParMfinschnitt) 

Fi~rbung mit  Sudan I I I / IV naeh Extraktion mit  
einer siedenden Chloroform-Methanolmisehung 

Zitamin E.Mangdpigmentes 

Ceroid* 
(M6nsch nnd 

Ratte) 

gelblieh 

+ +  

+ + +  

+ + +  
(unver~ndert) 

LiDofuscin** 
(Mensch) 

gelbbraun 

+ / + + +  

(+) 

(+) 
(unver&ndert) 

+ +  

Vitamin- 
E-Ma~gel- 

pigTnent** * 
(R~tte) 

hellgelb bis 
gelbbraun 

+ + +  

(+) 

Fkrbung mit  Sudanschwarz (am Paraffinsehnitt) + + + 

Perameisensiiure-Schiffreaktion . . . . . . .  + + + / +  + -L 

Perameisenskure-Sehiffreaktion 
naeh Bromierung . . . . . . . . . . . . .  0 0 0 

Schiffreaktion . . . . . . . . . . . . . . .  (+ )  0 (+)  

S/~urefestigkeit naeh ZIEI~L-NEELSE~ . . . . .  + + + d- + + / +  + 

Bakersche geM~tion ftir Phospholipide . . . . .  0 + / +  + + + 

(+) 

0 

F~rbung mit  Luxolfustblue . . . . . . . . . .  

Nachweis yon Cholesterin . . . . . . . . . .  

+ + 

0 0 

PAS-geakt ion . . . . . . . . . . . . . . .  + + + + + + + 

PAS-geakt ion naeh Acetylierung . . . . . . .  0 0 0 

PAS-geakt ion naeh Aeetylierung 
nnd Verseifung . . . . . . . . . . . . . .  + + ~- + + + + 

PAS-~eakt ion naeh Diastase . . . . . . . . .  + + + + + + + 

PAS-geakt ion  naeh Hyaluronidase . . . . . .  + + + 

Fi~rbung mit  Toluidinblau . . . . . . . . . .  + + 

0 

+ +  

0 

0 

3,5--3,9 

+ +  + +  
+ + / + + +  + / + +  

0 0 

+ +  

0 

3,9 

Fkrbung mit Toluidinblau naeh Methylierung . 

+ +  

Farbung mit  Methylgriin . . . . . . . . . .  

Metachromasie (Toluidinblau) . . . . . . . .  

F~rbung mit  Astrablau . . . . . . . . . . .  

(+) 
unver&ndert) 

+ / + +  

+ 

+ +  

Methylenblaubindung bis Pri . . . . . . . . .  

Eisenbindung (Hale) . . . . . . . . . . . .  (+ )  + + / + +  

Berliner Blau-l~eaktion . . . . . . . . . . .  0 0 0 

I~eduktionstest nach CI~$:~EMO~T-FI~gD~RIO 

(+)/+ 

~6--3,6 

+ + I + + +  

+1++ 
Reduktionstest  nach KCN . . . . . . . . . .  + + + + + + + + 

Reduktionstest  nach HgCl~ . . . . . . . . .  (+)  ( ~ )  (+ )  

Silberimpr~gnation nach MASSON-]{AMI~ERL . . @-L 

Tetrazoniumreaktion nach Benzoylierung . . . 

0/+ 
Tetrazoniumreaktion . . . . . . . . . . . .  + + 

0 

(+) 

(+) 

Millonsche tZe~ktion . . . . . . . . . . . .  

Argininreaktion . . . . . . . . . . . . . .  

Ninhydrin-Schiffreaktion . . . . . . . . . .  

+ + +  + + +  

(+)? (+) 

(+)? + 

(§ (+) + 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 

Sulfhych'ylnaehweis naeh BAI~I~ETT 
und  SELIGMAN 

Ceroid* 
(Menseh und 

Ratte) 

(+) 

F~rbung mit Fastgreen . . . . . . . . . . . .  + 

H~matoxylin-Eosin-F/~rbung gelbbraunbis 
braunrot 

van Gieson-F~rbung . . . . . . . . . . . . .  gelbbrann 

Lipofuscin** 
(Mensch) 

(+) 
(+) 

braun bis 
braunrot 

graubraun 

Vitamin- 
E-Mange]- 

pigment*** 
(Ratte) 

(+) 
(+) 

braun bis 
braunrot 

graubraun 

Bindegewebsf~rbung nach MAsso~ . . . . . .  dunkelviolett dunkelviolett dunkelviolett 

Fermentnachweise 
8aure Phosphatase } 

Bleiphosphatmethode (Go•oRI) . . . . . .  + + + + + + + + + 
Azofarbstoffmethode 

Phosphoamidase (MI~YEI~ u. WEII~5~A~I~) + + + ? 0 0 

AlkMisehe Phosphatase } 
Calcium-KobMtmethode (GoMo~I) . . . .  0 0 0 
Azofarbstoffmethode 

Unspezifische Esterase } 
~-Naphthylacetat 
Naphthol-AS-Acetat . . . . . . . . . .  (+)  + + + + 
5-Bromindoxylaeetat 

Lipase (GosIol~I, PEAI~SE) . . . . . . . . . .  (+)  ? 0 0 

Aminopeptidase (BuRsTOI~E n. FOLX) + + ? 0 0 

fi-Glucuronidase (Bm~TO~ u. PEARSE) 0/@ ? 0/-L ? 0/~- .9 

Dehydrogenase } 
Neotetrazolium . . . . . . . . .  0 /+  ? 0 /+  ? 0 /+  ? 
Nitro-Bluetetrazolium 

* Die Angaben gelten flit tin etwa 46--80 Tage altes Ceroid, das bei der h~morrhagisehen 
Fettgewebsnekrose im Mesenterium von Ratten entstanden ist. 

** Das Lipofusein wurde in mensehlichen Organen, und zwar inl Herzmuskel, in der 
Leber, im IIoden, in der Nebenniere und im sympathisehen Ganglion untersueht. Da die 
Ergebnisse in den versehiedenen Organen nieht wesentlieh voneinander abwiehen, wurden sie 
zu einem Durehschnittswert zusammengezogen. 

*** Diese Angaben beziehen sieh auf ein Entwicklungsstadium des Vitamin E-Mangel- 
pigmentes, das etwa dem 281. bis 371. Tag entsprieht. 

Reaktion" + + + sehr stark, + + stark, + deutlieh positiv, (+)  inkonstant oder sehwaeh, 
0 negativ. Bei den mit einem Fragezeichen versehenen Ergebnissen der Fermentnachweise 
war es wegen der sehleehten eytologisehen Lokalisation der geaktionsprodukte nicht m6glieh, 
die Beziehungen zwischen den Stellen der Fermentaktivit~t und den Pigmentk6rnchen ein- 
deutig zu bestimmen, obwohl die pigmenthMtigen Zellen das betreffende Enzym erhielten 
(s. S. 4~7--448). 

obwohl  die g l a t t en  Muskelfasern eine ausgepr~gte  A k t i v i t g t  dieser  E n z y m e  auf- 
wiesen. Die  Loka l i sa t ion  der  Fe rmen tak t iv i t /~ t  i s t  bei  diesen Verfahren  abe t  
n ieh t  e x a k t  genug, u m  zu der  F rage  Ste l lung nehmen  zu k6nnen,  ob das  
P igmen t  selbst  diese F e r m e n t e  en thg l t  oder  nnr  das  umgebende  Cytoplasma.  Die 
I~eakt ion ffir 5-Nueleot idase  ergab eine diffuse Anf/~rbung der  Muskelfasern  ein- 
sehl iegl ieh der  in ihnen gelegenen P igmente .  Aueh  diese Methode  is t  unseres 
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Eraohtens noch nicht fiir eine cytologische LokMisation der Enzymaktivi ts  
geeignet, so dal~ die morphologisehen Beziehungen zwischen der 5-Nucleotidase 
und den 1)igmentkSrnchen vorerst often bleiben mtissen. 

Bei den erws negativen Befunden ist in l%echnung zu stellen, dal~ eine 
fehlende Fermentreaktion nicht zu bedeuten braucht, dab diese Cytoplasmastruk- 
turen das betreffende Enzym iiberhaupt nicht enthalten. So ist es durchaus 
m6glich, dal~ die Aktivit~t dieser Fermente nur unter der Empfindlichkeits- 
grenze der histochemischen Nachweismethode liegt. 

Das Ergebnis der Reaktionen fiir saute Phosphatase und unspezifische Este- 
ruse versuchten wir durch Kontrollen zu sichern: Zuns fanden wir, dab diese 
Fermentreaktionen nach dem Kochen der Schnitte oder bei dem Weglassen des 
Substrates in dcr InkubationslSsung stets negativ ausfielen. Auch durch die Vor- 
behandlung der Prs mit  spezifischen Inhibitoren oder durch den Zusatz 
yon Itemmstoffen zur Inkubationsl6sung ]feb sich die Fermentaktiviti~t beein- 
flussen. Aus diesen Beobuchtungen ergab sich der Schlul~, da~ der dargestellten 
Aktivit~t yon saurer Phosphutuse und unspezifischer Esterase auch tats~chlich 
echte Fermentreaktionen zugrunde lugen. 

Eine Di]]usion und Adsorption der beiden hydrolytischen Enzyme ws 
der Vorbehandlung des Gewebes oder der Durchf/ihrung der histochemischen 
Reuktionen lieB sich durch die Tatsache ausschliel~en, da[~ dus Ergebnis des 
Phosphatase- bzw. Esterasenachweises yon der Art der Fixierung weitgehend 
unabh~ngig war. Beide Fermentreaktionen des l~igmentes wuren in den un- 
fixierten (nativen) Gewebsschnitten ebenso positiv wie nach der Fixierung im 
eiskalten Formalin oder bei der Verwendung yon ucetonfixierten Paraffin- 
schnitten. 

Ferner zeigte es sich beim partiellen Bedecken eines inaktivierten mit einem 
voll aktiven Gewebsschnitt, dab bei den iiblichen Inkubationszeiten nicht eine 
Diffusion des Enzymes oder der Reaktionsprodukte der Nachweisverfahren, d. h. 
ein positiver Reaktionsausfall in dem inaktiven Schnitt erfolgte. Wenn durch 
ungewShnlich lunge Bebrfitungszeiten (12--24 Std) schlieBlich doch eine An- 
f~rbung des gekochten (inaktiven) Schnittes in der Umgebung des ihn bedeckenden 
aktiven Pr~loarates eintrat, so fi~rbten sich z. B. bei der Phosphatasereaktion zu- 
ngchst die Zellkerne. Erst  spgter kam es zu einer Anf~rbur~g des pigmentfreien 
Cytoplasmas und der PigmentkSrnehen. Das gleiche Ergebnis hat ten Versuche, 
bei denen wir einen aktiven und einen inaktiven Gewebsschnitt im Deckgli~schen- 
abstand zusammen in die Reaktionsl6sung br~chten. 

Da[~ die Pigmentgranula keine selektive Affinit~t fiir die verwendeten Sub- 
strute oder fiir die intermedi/~r bzw. terminal auftretenden l%eaktionsprodukte der 
Fermentnachweise besaI~en, konnte durch die vergleichende Anwendung ver- 
schiedener Methoden erh~irtet werden. So lieB sieh z .B.  die Aktivits der sauren 
Phosphatase sowohl mit Nutrium-fl-Glycerophosphat als Substrat (GoMom) 
als auch mit Natrium-~-Naphthylphosphat (Azomethode) nachweisen. In ent- 
sprechender Weise konnte der Esterasegehalt mit  den Substraten Nuphthol- 
AS-Aeetat, ~-Naphthylacetat und Bromindoxylacetat  demonstriert werden. 
Obwohl diese Methoden auf verschiedenen Grundlagen beruhen und die bei 
ihnen ~ benutzten l%eagenzien~ebenso wie die 'auftretenden Zwischen- und End- 
produkte der Nachweisreaktionen chemisch sehr verschieden sind, erzielten wir 
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stets im wesentliehen die gleichen I~esultate. Eine spezifisehe Mfinit/tt des 
Pigmentes fiir die genannten Substanzen kann daher mit weitgehender Sieherheit 
ausgesehlossen werden. 

Sehliel]lieh sei daran erinnert, daft HEIDENI~EICtt und SIEBEI~T (1955) bei der 
Fraktionierung von I-Iomogenaten mensehlieher Herzen im Lipofusein Proteasen 
und Esterasen gefnnden haben. Aueh diese mit v611ig anderen Methoden ge- 
wonnenen l%esultate spreehen fiir einen Enzymgehalt lipogener Pigmente. 

2. Wie veriindert sich das Vitamin E-Mangelpigment im Lan/e der Alterun~ ? 
(vgl. Tabelle 2.) Zun/~chst kommt es auBer der Vermehrung auch zu einer Ver- 
gr6gerung der einzelnen Pigmentk6rnchen, die schlieBlich einen Durchmesser 
yon etwa 1--2 # erlangen k6nnen. Weiterhin erfolgt mit zunehmender Versuchs- 
dauer auch eine allm/~hliche •nderung ihrer f/~rberischen und histochemischen 
Eigenschaften : 

Bei den Nachweisreaktionen fiir Aminosiiuren und Proteine zeigten die ver- 
schiedenen Altersstufen des Pigmentes allerdings ein einheitliches Verhalten. 
So blieben die Tetrazoniumreaktion, die Argininreaktion und der Ninhydrin- 
Schifftest im Laufe der Alterung stets unver~ndert positiv. Sollten Schwan- 
kungen in der Quantit/it und Qualit~t des EiweiBbausteines des Vitamin E- 
Mangelpigmentes auftreten, so sind sie so gering, dab sie mit histochemischen 
Methoden nicht erfaftt werden. 

])emgegeniiber ~ndern sich die Menge und Zusammensetzung des Lipidbau- 
steines sehr erheblich: In den ersten Entwicklungsstadien des Pigmentes ist seine 
Sudanophilie aufterordentlich gering. Es besitzt nut ffir Sudanschwarz eine ganz 
geringe Affinit~t und kann mit Sudanrot oder 01rot weder am Gefrierschnitt 
noch am Paraffinschnitt angef/~rbt werden (Abb. l a  und b). Nach 191 Tagen 
sind die Granula einwandfrei sudanophil; aber erst nach 28i Tagen gelingt mit 
Sudanschwarz eine starke Anf~rbung (Abb. 3). Synchron mit der Zunahme der 
Sudanophilie erfolgt eine Vermehrung der reaktionsf/~higen, mit der Perameisen- 
sgure Schiffreaktion darstellbaren J~thylengruppen. 

Bei der Prfifung der Si~ure/estigkeit nach Zn~HL-Nm~LSE~ werden die Pigment- 
k6rnchen anfangs nicht angef/~rbt. Im Laufe der n/~chsten Monate erfolgt dann 
eine Versti~rkung dieser Farbreaktion, die nach etwa 371 Tagen ihr Intensitgts- 
maximum erreicht. Des weiteren lggt sich eine Vermehrung der Oxydations- 
produkte ungesgttigter Fetts/~uren Ieststellen: Glykolgruppen kSnnen mit der 
Perjods~iure-Leuko/uchsinreaktion nach 3--4 1V[onaten nur in geringem Umfang 
nachgewiesen werden. Die PAS-t~eaktion nimmt dann an Intensit~t zu und ist 
naeh 482 Tagen sehr stark positiv. 

Die Pigmentgranula sind anfangs nicht basophil und verlieren bereits bei 
p~ 6,1 die F~higkeit Methylenblau zu binden. Auch mit Toluidinblau werden sie 
zu diesem Zeitpunkt nur sehr schwach angef~rbt. In den folgenden Monaten 
kommt es zu einer Verst/~rkung der Methylenblaubindef/~higkeit, die nach 482 Ver- 
suchstagen bis p~ 3,2 verfolgt werden kann. Desgleichen zeigen die alten Pigment- 
granula eine starke Affiniti~t ffir Toluidinblau. 

I)ie jiingsten Pigmentk6rnchen weisen weder bei dem Ferrichlorid-Ferri- 
eyanidtest nach C~I~V~]~O~T-F~]~Ds noch bei der Silberimpr/~gnation nach 
MASSON-I-IA~]~]~L ein Redu~tionsvermSgen auf. Im Laufe der Alterung erlangen 
die Granula die F/~higkeit, Ferricyanidionen und Silbernitrat zu reduzieren. Die 
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Zunahme der Reduktionsf/~higkeit ist am Beispiel der Silberimpr/ignation in 
Abb. 5 wiedergegeben. 

Bemerkenswert ist die Verst/~rkung der Eigen/arbe, die mit unbewaffnetem 
Auge und bei der mikroskopisehen Untersuchung leicht erkennbar ist. So nehmen 
die zun/~ehst ungef/irbten Granula allm~hlich eine hellgelbe und schlieglich gelb- 
braune Eigenfarbe an. In entsprechender Weise kommt es im Laufe der Alterung 
auch zu einer Zunahme der Autofluorescenz des Pigmentes (Abb. 2, 4a und b). 

Verfolgt man die Enzymaktivit~it des Vitamin E-Mangelpigmentes im Laufe 
seiner Alterung, so ergibt sich folgendes Bild: 

Schon in den ersten Entwieklungsstadien der Pigmentgranula ist ihre saute 
Phosphataseaktivitiit erkennbar, die auch in den alten Pigmentablagerungen un- 
ver/indert stark in Erscheinung tritt .  

Die Esterasereaktion ist ebenfalls bereits am Beginn der Pigmententstehung 
naehweisbar und bleibt in den meisten Granula w/ihrend der Alterung erhalten. 
Allerdings finder man neben positiv reagierenden stets auch vereinzelte esterase- 
negative K6rnehen. Obwohl die Zahl der esterasefreien Pigmentgranula im Laufe 
der Zeit etwas zunimmt, gibt doeh auch bei alten Versuchstieren die Mehrzahl 
der Pigmentk6rnehen eine deutliehe Esterasereaktion. Zu der an sich naheliegen- 
den Vermutung, dab die Alterung mit  einem allm/~hlichen Verlust der Esterase- 
aktivit/it einhergeht, kann daher an Hand unserer bisherigen Versuche nicht 
Stellung genommen werden. 

Es liegt auf der Hand, dab unsere Experimente nur einen Einblick in das 
Prinzip der Entwicklung des Vitamin E-Mangelpigmentes ermSglichen. Die 
Geschwindigkeit dieses Umwandlungsprozesses dfirfte dagegen weitgehend yon 
den jeweiligen Versuchsbedingungen, wie der Art des verwendeten Tierstammes, 
dem Lebensalter, in dem die Tiere auf die Vitamin E-Mangelkost gesetzt worden 
sind, and vor allem yon der Zusammensetzung des Futters abh/~ngen. So zeigte 
der Vergleich unserer Befunde mit  den Arbeiten anderer Autoren, dab die B i t  
dung der Pigmente - -  ebenso wie andere morphologisehe Ver/tnderungen - -  bei 
unseren Versuchstieren verh/iltnism/iBig sp/~t auftrat  and relativ langsam fort- 
schritt, ohne dab sieh irgendwelche grunds~tzliehen Abweichungen ergeben h/%ten. 

Die Alterung des Vitamin E-Mangelpigmentes geht also - - / ihn l ich  wie beim 
Ceroid - -  mit erheblichen Anderungen seiner histologischen und histochemischen 
Eigenschaften einher. Einen Eindruck in das Ausmag dieser Entwicklungsvor- 
g/~nge vermittelt  ein Vergleieh zwisehen den nach 4 Monaten gebildeten und den 
16 Monate alten Pigmenten (vgl. Tabelle 2). Wie man auf den ersten Bliek sieht, 
sind die Unterschiede zwischen den alien and jungen Pigmentk6rnehen so grog, 
dab man sie - -  ohne Kenntnis der gesehilderten Entwieklungsvorggnge - -  durch- 
aus fiir v611ig versehiedene Cytoplasmastrukturen halten k6nnte. 

Damit ergibt sieh eine Erkl/trung ftir die wechselnden Eigensehaften, welehe 
diese Pigmentk6rnehen oft innerhalb eines Organes, ja manehmal sogar in ein 
und derselben Zelle aufweisen. Bei der Prfifung dieser Untersehiede zeigt es sieh, 
daft sie in das yon uns experimentell ermittelte Entwicklungssehema herein- 
passen. Die Versehiedenheit der Pigmentk6rnehen ist daher nicht als Zeichen 
einer grogen Schwankungsbreite in ihrer ZusammenseLzung oder als Hinweis auf 
das Vorkommen verschiedener Pigmentarten zu werten, sondern gibt die Umbau- 
vorg/tnge wieder, denen sie im Laufe der Alterung unterworfen sind. 
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Aus diesen Beobaehtungen ergeben sich Folgerungen ffir die weitere Unter- 
suchung lipogener Pigmente: Bei der Isolierung dieser Cytoplasmastruktur aus 
Gewebshomogenaten wird man danaeh trachten mtissen, m6glichst einheitliche 
K6rnehen, d. h. Granula der gleiehen Altersstufe zu gewinnen. Da im Gewebe in 
der Regel verschieden Mte Granula dieht nebeneinander liegen und zwisehen den 
einzelnen Entwieklungsstadien naturgem/~B flieGende Uberg~nge bestehen, 1/~uft 
man sonst Gefahr, nut  Durehsehnittswerte zu erzielen und die fiir das Verst/~ndnis 
der funktionellen Bedeutung dieses Pigmentes wiehtigen Umbauvorg/tnge nicht 
zu erfassen. Das gleiehe gilt fiir Versuehe zur histoehemisehen Charakterisierung 
yon Lipopigmenten, die ebenfalls nut  unter Beriicksiehtigung der Alterungs- 
vorg~nge zu verwertbaren Resultaten fiihren d~rften. 

3. Welche Hinweise ergeben sieh au] die ]ormale Genese des Vitamin E-Mangel- 
pigmentes ? Die nach 3--4 Monaten an den Kernpolen der glatten Muskelfasern 
auftretenden Vorstufen des Pigmentes unterschieden sich histologiseh und 
histoehemiseh nieht wesentlieh yon dem /ibrigen Cytoplasma. Insbesondere 
fie]en die Nachweisreaktionen fiir Aminosguren (Proteine)und Kohlenhydrate 
im Bereieh dieser feinen Granula genauso aus wie in anderen Cytoplasma- 
strukturen. Nur bei der Fgrbung mit Sudansehwarz gelang am Gefrier-und 
Paraffinsehnitt  eine ganz schwaehe, leieht graue bis grausehwarze Anf/~rbung 
der K6rnehen. Die Affinitgt ffir diesen Fettfarbstoff war jedoeh so gering, dab 
yon einer Sudanophilie im iiblichen Sinne nieht gesproehen werden konnte. 

Mit fortsehreitender Versuehsdauer kam es dann zu einer VergrSgerung der 
Granula und synehron damit zu einer Verstgrkung ihrer Sudanophilie und 
Autofluoreseenz. Aus diesen Beobaehtungen ergibt sieh der SchluB, dab die 
PigmentkSrnchen dutch eine allmiihliche AnhiiuJung yon ungesiittigten Lipiden 
im Bereich von eiwei]3haltigen Cytoplasmabezirken entstehen. Es erfolgt also nieht, 
wie bei einer ,,degenerativen" Verfettung yon Nfuskelfasern oder Parenehymzellen, 
eine einfache Aussonderung yon Fe t t  aus dem Cytoplasmaverband und die Bildung 
yon intraeytoplasmatisehen Fetttropfen, sondern eine Anlagerung von sehwer 
16sliehen Fettstoffen an eiweighaltige, o~fenbar pr/~formierte Cytoplasmabestand- 
teile. Dadurch erkl~rt sieh aueh das untersehiedliche VerhMten der Fett trSpfehen 
in , ,verfetteten" Muskelfasern oder Epithelzellen auf der einen Seite und der fett- 
hMtigen Pigmentk6rnehen auf der anderen Seite. Bei der Behandlung des Ge- 
webes mit  organisehen L6sungsmitteln, wie z .B.  bei der Paraffineinbettung, 
werden die eehten Fet t t ropfen vSllig extrahiert  und hinterlassen im Cytoplasma 
eine ihrer urspr/ingliehen GrSge entspreehende rundliehe bis ovMe Lfieke. Ver- 
sueht man dagegen die Lipide aus dem Vitamin E-Mangelpigment zu extrahieren 
(was ohnehin nur in den ersten Entwieklungsstufen - -  und aueh dann meistens 
nur unvollst/~ndig - -  gelingt), so bleibt ein eiweiBhMtiges KSrnchen in der Zelle 
zurtiek, also gewissermagen eine Art fettfreier gestkSrper des Pigmentes. 

Aufierdem werden die abgelagerten unges~ittigten Lipide, wie wit seit langem 
wissen, im Lau[e der Zeit oxydiert (Em)ICOTT ]944, DA~ und G~A~A]>OS 1945, 
MAso~ und EMM]~L 1945, MASOn, DAM und GRA~ADOS 1946, B]~SL~Y 1947, 
CASS]~L~A~ 1951, G]~DmK und Flscm~}~ 1958). Die dabei entstehenden Oxy- 
dationsprodukte sind mit  fortschreitender Versuehsdauer in den K6rnehen immer 
deutlieher nachweisbar: So kommt es zu einer Vermehrung der mit  der PAS- 
Teehnik darstellbaren ~-Glykolgruppen, zu einer Mlm/~hlichen Verst~rkung der 
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Sehiffreaktion fiir Carbonylgruppen und zu einer der Anreieherung yon Carboxyl- 
gruppen entspreehenden Zunahme der Basophilie. Aueh die Reduktionsf~hig- 
keit, welehe in den s Pigmenten sehr ausgepri~gt ist, diirfte an die unge- 
s~ttigten Lipide und ihre Oxydationsprodukte gebunden sein. 

Von unseren Untersuchungen am Ceroid wissen wit, dab der oxydative Umbau 
unges/ittigter Lipide mit einem Verlust ihrer Sudanophilie einhergeht. So hatten 
die gltesten CeroidkSrnchen schlieBlich ihre Affinit/it ffir Fettfarbstoffe verloren 
(GEDIGX und FISCHER 1958). Im Gegensatz dazu beobaehteten wir beim Vitamin 
E-Mangelpigment trotz der Vermehrung der Oxydationsprodukte unges/ittigter 
Fettsguren eine Zunahme seiner Anfi~rbbarkeit mit Sudanfarbstoffen. Dieser 
scheinbare Widerspruch l~l~t sich aber aufkl~ren, wenn man berfieksichtigt, dab 
der Vitamin E-Mangelzustand nicht mit einer plStzlichen und einmaligen Speiehe- 
rung, sondern einer allm/ihliehen Anh/iufung yon Lipiden einhergeht. Infolge- 
dessen werden synehron mit der fortschreitenden Oxydation der einmal ge- 
speieherten Lipide sts neue, noch nicht so welt oxydierte Fettstoffe abge- 
lagert, welche noch eine ausgepragte Affinit~t ffir Fettfarbstoffe besitzen. Often- 
bar wird die Abnahme der Sudanophilie der sehon ls Zeit gespeieherten, 
oxydierten Fettstoffe durch die neu hinzukommenden, noeh sudanophilen Lipide 
fiberdeekt und dem histologischen Nachweis entzogen. 

Diese Befunde ffihren zur Erkli~rung einiger wichtiger Eigenschaften des 
Vitamin E-Mangelpigmentes : 

Von besonderem Interesse ist yon jeher die Eigen/arbe der fetthaltigen Pig- 
mente gewesen, fiber deren Natur versehiedene Meinungen ge~u/~ert worden sind : 
Eine Gruppe yon Autoren legte der Farbkomponente dieser Pigmente einen 
eiweil3gebundenen oder einen proteinogenen Farbstoff zugrunde, ohne jedoeh 
fiber seine ehemischen Eigenschaften n/~here Angaben maehen zu kSnnen (BaA~N 
und SC~IUIDT~A~N 1920, Moo~]s und WANG 1947). Dem steht die Vermutung 
gegenfiber, dab die F~rbung dieser Cytoplasmastrukturen dureh Oxydations- 
produkte unges~ttigter Fetts/iuren bedingt wird (DA~ und G~A~-ADOS 1945, 
B~s~m:  1947). Mit eigenen Experimenten haben wir in den vergangenen Jahren 
versucht, der Kl~rung dieser Frage n/~her zu kommen (GEDIGK 1958) : 

Da alle Lipopigmente ungess Fetts~uren und deren 0xydationsprodukte 
enthalten, war es naheliegend, deren Rolle bei der Entstehung der Eigenfarbe zu 
verfolgen. Wir haben deshalb die s Versuehe yon ENDICOTT (1944) und 
CASS~LS~AN (1951) mit reinen hochunges~ttigten Lipiden aufgegriffen und dureh 
die Anwendung moderner Methoden vervollst/indigt. Vor allem dehnten wir unsere 
Beobachtungen - -  im Gegensatz zu den erwghnten glteren Arbeiten - -  auf einen 
sehr langen Zeitraum, n~mlieh ll/2--2 Jahre, aus, well einige Eigensehaften der 
Oxydations- und Polymerisationsprodukte yon Polyenfetts/iuren erst nach 
mehreren Monaten deutlieh in Erseheinung treten. Dabei fanden wir, dab diese 
an sieh ungefgrbten (wasserklaren) Lipide bei der vorsiehtigen Oxydation in vivo 
und in vitro in gelbliche und schlieglieh braun gefs Substanzen iibergehen, die 
in allen wesentliehen Eigensehaften, wie der Qualitgt der Eigenfarbe, der Auto- 
flnoreseenz und der Lfsliehkeit mit den bekannten Lipopigmenten, n/im]ieh dem 
Lipofusein, dem Vitamin E-Mangelpigment und dem Ceroid fibereinstimmten. 
Besonders sei hervorgehoben, dal3 die gelbbraune Farbe der oxydierten Fettstoffe, 
ebenso wie die Eigenfarbe der Lipopigmente, nieht durch die Einwirkung yon 
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Laugen oder S~uren beeinlluBt wurde und gegen Oxydationsmittel resistent 
war. Aueh in dem histoehemisehen VerhMten, wie der Sudanophilie, der PAS- 
Reaktion, der Perameisensgure-Sehiffreaktion, der S/~urefestigkeit, der Baso- 
philie und dem Reduktionsverm6gen stimmten die oxydierten und polymeri- 
sierten Fetts/~uren mit den lipogenen Pigmenten iiberein. Fiir die Umwandlung 
der wasserklaren, leieht 16sliehen Fetts/~ureester in unl6sliehe gelbbraune Sub- 
stanzen war die Anwesenheit yon Proteinen nieht erforderlieh. 

Des weiteren lieg sieh bei Versuehen fiber die Entstehung des Ceroids bei 
der h/~morrhagisehen Fettgewebsnekrose naehweisen, dag die Alterung dieses 
Pigmentes auf dem oxydativen Umbau ungesgttigter Lipide beruht, und dag 
synehron mit diesen Oxydationsvorggngen die gelbe und sehlieglieh gelbbraune 
Eigenfarbe der Pigmentgranula auftrat (G~mGK und FIscK]~ 1958). Die gleiehe 
zeitliehe Beziehung zwischen dem oxydativen Umbau des Fettbausteines und dem 
Auftreten der Eigenfarbe beobaehteten wir ietzt bei der Alterung des Vitamin E- 
Mangelpigmentes: Je welter die Oxydation der ungesgttigten Fettstoffe fort- 
gesehritten war, um so ausgepr/~gter trat die gelbliehbraune Eigenfarbe in Er- 
scheinung. Aus alien diesen Beobaehtungen ergibt sieh der Seh[uB, daft der 
Eigenfarbe des Vitamin E-Mangelpigmentes, ebenso wie der de~ Ceroids, Oxydations- 
und Polymerisationsprodulcte ungesiittigter Fettsiiuren zugrunde liegen. 

In ganz entsprechender Weise mug aueh die gelbliehe Eigen/luorescenz der 
Pigmentgranula auf ihre Lipidkomponente bezogen werden, da reine oxydierte 
unges~ttigte Lipide nieht nur eine gelbbraune Eigenfarbe, sondern aueh eine gelb- 
liehe bis gelbbraune Autofluoreseenz besitzen (GEDIGK 1958). Ob allerdings in 
den PigmentkSrnehen die gelbe Eigenfluoreseenz der oxydierten Fettstoffe noah 
dutch eine Autofluoreseenz der Proteine verstarkt wird, lagt sieh nicht sieher 
entseheiden. Wegen der weiglichen Eigenfluoreseenz der iiingsten Pigment- 
kSrnehen, welche vornehmlieh aus Proteinen bestehen und nur sehr wenig Lipide 
enthalten, wird man das Vorhandensein fluoreseierender Proteine durehaus in 
Betracht ziehen mfissen. 

Ein weiteres Problem stellt die zunehmende Unldslichlceit des Fettbausteines 
des Vitamin E-Mangelpigmentes dar, der sieh ebenso wie beim Lipofusein und 
Ceroid, sehlieBlieh selbst mit siedenden organischen L5sungsmitteln nicht aus 
dem histologisehen Sehnitt extrahieren ls Vielfaeh ist angenommen worden, 
dab die LSsliehkeit dieser Lipide dureh ihre Bindung an EiweiBstoffe beein- 
tr/~chtigt wird (GYSaGY und GOLDBLATT 1942, E~DmOWT und LILLIE 1944). 
Andere haben die Vermutung ge//uBert, dag die unges/~ttigten Fettstoffe allein 
durch die Oxydation ihre LSsliehkeit verlieren (Hnss 1938/39, E~mCoTT 1944, 
DAM und G~A~ADOS 1945, CASS]~LgA~ 1951). Bei unseren Experimenten mit 
reinen (proteinireien) hoehungess Fettsgureestern konnten wir die Befunde 
der zuletzt genannten Autoren bestgtigen. Wir mSehten deshalb die UnlSsliehkeit 
des Fettbausteines dieser Pigmente auI ihren oxydativen Umbau und die damit 
einhergehende Polymerisation zurtiekf/ihren. Jedenfalls ist f/Jr die Erklgrung der 
UnlSsliehkeit der Fettstoffe die Annahme einer besonderen Bindung an Proteine 
nicht erforderlich. 

Wghrend bei der Entwieklung des Vitamin E-Mangelpigmentes die Anhs 
und Oxydation yon Fettstofien sinnfallig in Erseheinung treten, vermoehten wir 
mit den iiblichen histochemisehen Methoden keine quantitativen oder quali- 
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tativen Vergnderungen der Proteinkomponente festznstellen. Trotzdem ist die 
Vermutung naheliegend, dab die durch den Vitamin E-Mangel erzeugte Stoff- 
wechselstSrung nieht nur den intermedi~ren Umbau der Lipide beeintr/tchtigt, 
sondern auch (direkt oder indirekt) auf die EiweiBkSrper des Cytoplasmas 
und damit auch auf die Proteine des Pigmentes einwirkt. Die Empfindlichkeit der 
gewThnliehen cytochemischen Reaktionen f/it Aminos//uren und Proteine reicht 
abet wohl nieht aus, um derartige Ver~nderungen des Eiweil3bansteines des 
Pigmentes zu erfassen. Bemerkenswert ist jedoeh das Verhalten der Enzyme, 
welche einen Teil des PigmenteiweiBes ausmachen: So wird die unspezifisehe 
Esterase im Bereich der Pigmentgranula yon Inhibitoren weniger ]eieht 
beeinflugt als im iibrigen Cytoplasma. In ghnlicher Weise vermSgen die in den 
KSrnehen enthaltenen Fermente anseheinend Substrate, die normMerweise im 
Organismus nicht vorkommen und deren chemisehe Konfiguration yon den 
physiologischen Substanzen abweieht, manchmal etwas sehwerer anzugreifen als 
die auBerhalb der Pigmente gelegenen Enzyme. Es w/~re vielleieht denkbar, dag 
durch die Vermischung der Enzyme mit oxydierten und polymerisierten Lipiden 
sowohl einige Effektoren als aueh manehe unphysiologischen Substrate mit 
grol3en komplexen Molekfilen nicht so ohne weiteres mit den Enzymreeeptor- 
gruppen in Weehselwirknng treten kSnnen. 

Der Enzymgehalt der PigmentkSrnchen wirft die Frage auf, ob diese Granula 
an besonders stoffweehselaktiven, yon vornherein fermenthaltigen Cytoplasma- 
bezirken gebildet werden oder ob sie mehr oder weniger zufgllig an irgendwelehen 
Stellen im Cytoplasma entstehen und die Enzyme dann in ihrem Bereieh erst 
gebildet werden. 

Verfolgt man die morphologisehe Verteilung der hydrolytischen Enzyme, 
so zeigt es sich, dab bereits die normalen glatten Uterusmuske]fasern eine 
schwache diffuse Esteraseakti~dtgt und eine ebenfalls geringfiigige Aktivit/~t 
yon sanrer Phosphatase besitzen. Diese Fermente sind in den pigmentfreien 
Muskelze]len auch in der nnmittelbaren Umgebung der Zellkerne naehweisbar, in 
der fin Vitamin E-Mangelzustand unges~ttigte Lipide bevorzugt angehguft wer- 
den. Allerdings unterscheiden sieh diese kernnahe gelegenen Cytop]asmabezirke 
hinsichtlieh ihres Phosphatase- und Esterasegehaltes normalerweise nieht nennens- 
wert yon anderen Stellen des Myoplasmas. Sic besitzen aber eine besonders starke 
Dehydrogenaseaktivitgt (s. aueh P~ARSE 1957); und aueh wegen ihrer engen 
rgumliehen Beziehnng zum Zellkern diirfte es keinem Zweifel unterliegen, dag sie 
f/Jr den Zellstoffweehsel besonders wiehtig sind. Mit dieser Annahme stehen die 
bier elektronenmikroskopisch naehgewiesenen Golgife]der und Mitochondrien im 
Einklang. Dementsprechend besitzt aueh das Vitamin E-Mange]pigment enge 
morphologische Beziehungen zu Mitoehondrien (LINDNER 1957 und POCICE 1958), 
in denen nieht nnr die Diphosphopyridinnueleotidase und Bernsteinsgureoxydase 
( G o w ~  und JE~rT~g 19~8, S5SST:aA~D 1957), sondern aueh das Toeopherol 
lokalisiert sein sollen (SLAT]S~ 1959). Alle diese Befunde weisen also darauf 
hin, dal~ sich das Vitamin E-Mangelpigment in besonders stoffweehselaktiven 
fermenthaltigen Cytoplasmagebieten entwiekelt, we]che wichtige Aufgaben 
im Zelleben zu erftillen haben. 

Die Ablagerung der unges~ttigten ~'ettstoffe ffihrt dann offenbar in 
diesen sehon yon vornherein mit einer reiehen Enzymausstattung versehenen 
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Cytoplaslnaanteilen zu einer zusgtzliehen Aktivierung yon saurer Phosphatase und 
unspezifiseher Esterase. Ob es dabei aul3erdem noeh zu einer direkten Einwirkung 
des Tocopherolmangels auf diese Fermente kommt, k6nnen wir an Hand unserer 
Experimente nieht entseheiden. Die an Homogenaten der Muskulatur verge- 
nommenen Untersuehungen, bei denen im Vitamin E-Mangelzustand tails eine 
ttemmung (SMI~I~ und NE~toI~aYax 1958), tails eine Aktivierung (CaxEY und 
DZI~WlATKOWS~I 1949) der sauren Phosphatase festgestellt worden ist, kSnnen 
auf das Pigment selbst nieht iibertragen werden, weft bei diesen Exparimenten 
natnrgemgl] nieht nur die Pigmentk6rnehen, sondern aueh andere Strukturen, 
wie pigmentfreies Myoplasma, Zellkerne, Capillaren, Laukoaytan, Histioeyten und 
die im Myometrinm reiehlieh vorhandenen Makrophagen mit erfal~t werden. ])as 
enzymatisehe Verhalten aller dieser Gewebselemente mnB aber bei den Unter- 
suehungan an Homogenaten durehaus in l~eehnung gestellt werden, zumal es 
bekannt ist, dab z. B. in phagoeytierenden Zellen allein durch die funktionelle 
Beanspruehung reaktiv eine Nenbildung und Aktiviernng yon saurer Phosphatase 
erfolgt (G~DIGK and BO~K~ 1957). 

In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen stellten wir in friiheren Unter- 
suehungen an mensehliehan Organen lest, dag das Lipofusein an 8tellen des 
Cytoplasmas entsteht, die im Stoffweehselgesehehen der Zelle eine besondere 
Rolla spielen and yon vornherein eine ausgeprggte Enzymaktivitgt basitzen bzw. 
zur selektiven Bildung yon Fermenten befghigt sind (GEomK und BOXTt~E 1956). 

13berblieken wir zusammenfassend die formale Genese des Vitamin E-Mangel- 
pigmentes, so zeigt es sieh, dab seine Entstehung und Entwieklung auf zwei 
nebeneinander ablaufende Grundvorggnge zur/iakgef/ihrt werden kann: Erstens 
werden im Bereieh eiweilthaltiger (offenbar prgformierter), besonders stoff- 
weehselaktiver Cytoplasmabezirke allmiihlieh ungesgttigte Lipide angehguft. 
Und zweitens werden diese abgelagerten Fettstoffe in zunehmendem Make oxy- 
diart und polymerisiert. Dabei entstehen aus den wasserklaren, leieht 16sliehen 
Lipiden unlSsliehe gelbbraun gefgrbte fluoreseierende Substanzen, welahe dem 
Pigment die kennzeiehnende Eigenfarbe and aueh den gr6Btan Teil seiner 
wiehtigsten eytoehemisehen Eigensehaften verleihen. Die Ablagerung der Lipide 
ffihrt in diesen yon vornherein fermenthaltigen Cytoplasmabezirken anseheinend 
zu einer zusgtzliehen Aktivierung und vielleieht aueh Neubildung yon saurer 
Phosphatase and unspezifischar Esterase. 

4. Die Enzymausstattung des Vitamin E-Mangelpigmentes und des Lipo- 
fuseins wirft die Fraga anf, ob aueh chemische Beziehungen zwischen den hydroly- 
tischen Fermenten und den gespeicherten Lipiden bestehen. Die Beantwortung 
dieser Frage stSBt gus mehreren Griinden auf Sehwierigkeitan : Zun~ehst ist die 
ehemische Zusammensetzung des Vitamin E-Mangelpigmentes nur teilweise be- 
kannt (s. S. 444--~50); und insbesondere besitzen wir fiber seine Enzymaus- 
stattung nut bruehstfiekhafte Kenntnisse, da die Zahl der mit histoehemisehen 
Methoden nachweisbaren Enzyme vorerst noch sehr gering ist. Aul~erdem ist die 
biologische Bedeutung der yon uns naehgewiesenen Enzyme noeh in vieler Hin- 
sieht ungeklgrt (s. HO~]~MAN~-OsTES~OF 1954). Bei dieser Saehlage wird man 
zur Frage der Beziehungen zwischen den gespeieherten Lipiden und den in ihrem 
Bereieh nachweisbaren Enzymen nur mit groBer Zurfiekhaltung Stellung nehmen 
dfirfen: 
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Da das Vitamin E-Mangelpigment und andere lipogene Pigmente trotz ihres Vorkommens 
in verschiedenen Organen regelm/~gig hydrolytisehe Enzyme enthalten, ist die Annahme nahe- 
liegend, dag diese Fermente im intermedigren Stoffweehsel der abgelagerten Substanzen eine 
I~olle spielen. So w/~re es denkbar, dag die saure Phosphatase und unspezifisehe Esterase 
im Cytoplasms am Urn- und Abbau yon Phospholipiden beteiligt sind, welche reiehlieh hoch- 
unges/tttigte Fettsguren enthalten (DnBucI~ 1955) und deren Vorkommen im Vitamin E- 
Mangelpigment und im Lipofusein aul3erordentlieh wahrseheinlich ist (s. S. 444). Weiterhin 
ktinnte man sieh vorstellen, dag bei einem gestbrten Lipidstoffwechsel, wie z.B. beim 
Vitamin E-Mangel, die yon Phosphatiden abgespaltenen unges/~ttigten Carbons~turen (bzw. 
deren Ester} bevorzugt in den phosphatase- und esterasehaltigen Cytoplasmabezirken liegen- 
bleiben nnd zum Pigment umgeformt werden, in deren Bereieh sie schon normalerweise 
umgesetzt werden. 

Gegen diese I-Iypothese 1/igt sich allerdings einwenden, dab die I-Iydrolyse der Phosphor- 
esterbindungen in Phospholipiden durch spezifisehe Phosphodiesterasen und die Spaltung 
der Fetts/iureesterbindungen yon besonderen Carbonsgureesterasen katalysiert werden soll 
(s. I-IO:SF~A~I~-OsT~srl~O~'). Obwohl es sehr wahrseheinlich ist, dab wit mit den histoehemi- 
schen Methoden diese Gruppen yon Esterasen, ngmlieh die Leeithinasen, mit erfassen, wird 
man doch wegen der oben erw/~hnten ungekl/~rten Fragen aueh die Mbglichkeit in Rechnung zu 
stellen haben, dab keine direkten chemisehen Beziehungen zwisehen diesen hydrolytischen 
Enzymen und den gespeieherten Lipiden bestehen, dab also die saure Phosphatase und die 
nnspezifisehe Esterase nieht an dem Stoffweehsel der Pigmente bzw. ihrer Vorstufen beteiligt 
sind. In diesem Fall miiBte man annehmen, dab die im Bereieh der Pigmente naehgewiesenen 
Enzyme nut einen tlinweis auf die funktionelle Bedeutung der Cytoplasmabezirke darstellen, 
in denen die Fettstoffe abgelagert werden. 

Obwohl Dehydrogenasen in den Pigmentk6rnehen selbst nicht mit Sieherheit nachge. 
wiesen werden kSnnen, ist der gerund interessant, dag die Granula bevorzugt im Bereieh 
yon Mitochondrien entstehen, in denen Cytochromoxydase, das Suecinoxydasesystem und 
auch das Vitamin E enthalten sind. Da wit aus bioehemisehen Untersuchungen wissen, dal~ 
das Toeol0herol auf die Aktivitgt oxydierender Enzyme einwirkt und insbesondere bei der 
Atmungskettenphosphorylierung eine Rolle spielt (3~AI~TrgS 1957, SLAT~I~ 1959), ist die 
Vermutung naheliegend, dab auf diesem Wege im Vitamin E-Mangelzustand der oxydative 
Umbau der abgelagerten unges~ttigten Fettsgnren begiinstigt wird (s. such BECKlUA~ 1955). 

5. Welche Beziehungen bestehen zwischen dem Vitamin E-Manffelpiqment und 
anderen L@opigmenten ? Vergleicht m a n  die fgrberisehen und  histochemisehen 
Eigensehaf ten des Vi tamin E-Mangelpigmentes,  des Ceroids und  des Liioofuseins, 
so ergibt sieh auf den ersten Bliek eine weitgehende Ubere ins t immung zwisehen 
diesen lipidhaltigen P igmenten  (vgl. Tabelle 1). Alle diese Cytoplasmas t rukturen  
sind dureh ihren Gehalt  an sehwer 16sliehen, oxydier ten  ungesgt t ig ten  Lipiden 
gekennzeiehnet ,  und alle enthal ten Proteine.  Aueh die an ihnen ablaufenden 
Alterungsvorggnge s t immen in einer Reihe yon wiehtigen Punk t en  iiberein. 

Da  die wesentliehen his toehemischen Eigensehaften der Lipopigmente  an die 
ihnen gemeinsamen ungesgt t ig ten Fe t t sguren  bzw. deren Oxydat ionsprodukte  
gebunden sind, gibt  es keine histochemisehe Reakt ion,  die fiir einen bes t immten 
P igmen t typ  eharakteristiseh wgre. Die anders lautenden Angaben halten einer 
kri t isehen Nachprf i fung nieht  stand. Sie dfirften u. a. wohl darauf  beruhen, dag 
bei vergleiehenden Untersuchungen  an menschliehen Organen versehiedene Ent -  
wieklungsstufen der l ipogenen Pigmente  einander gegenfibergestellt worden sind 
und  grundsgtzl iehe Unterschiede vorget~uscht  haben  (vgl. S. 451). 

Die fe t thal t igen Pigmente,  ngmlieh das Vi tamin E-Mangelpigment,  das Ceroid 
und  das Lipofusein, sind also nahe verwandt .  Es seheint daher  zweckm~l?ig zu 
sein, sie unter  der Bezeiehnung ,,lipogene P igmente"  oder , ,Lipopigmente"  zu- 
sammenzufassen,  zumal  dieser Ausdruek auf die I-Ierkurfft und N a t u r  des fiir 

31" 
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diese Strukturen eharakteristisehen Farbstoffes hinweist. Unter dem Begriff 
,,Lipopigmente" wiirde man demnach gelbe his gelbbraune, /luorescierende, intra- 
cytoplasmatische KSrnchen und Schollen verstehen, die sehwer 15sliche, ungesiittigte 
Carbonsiiuren bzw. deren Eater enthalten und deren Eigen]arbe Oxyclations- und 
Polymerisationsprodukte ungesiittigter FettsO~uren zugrunde liegen. 

Trotz der nahen Verwandtschaft dieser Pigmente ist aber damit zu rechnen, 
daB die in den einzelnen Zellen and Organen gespeicherten ungesi~ttigten Fett- 
si~uren jeweils yon verschiedenartigen Lipiden, wie Neutralfetten, Phosphatiden, 
Cerebrosiden usw. herriihren. Auch in der Zahl der C-Atome und der Doppei- 
bindungen sind die abgelagerten Fettss wahrscheinlich yon Fall zu Fall 
verschieden. So hat es sich gezeigt, dab z. B. nicht nur Phosphatide, sondern auch 
Neutralfette mit reichlich unges~ttigten Fetts~uren und Methylester hoeh- 
unges~ttigter Fetts~uren in Lipopigmente umgewandelt werden k6nnen (E~l)I- 
co~T 1944, CASS~LMA~ 1951, GEDIGK 1958). Denn das allen Lipopigmenten ge- 
meinsame und fiir ihre Genese wesentliche chemisehe Substrat sind nieht die 
Fettstoffe selbst, sondern allein die hoehungess (freien oder veresterten) 
Fetts/~uren, die bekanntlich in vielen sehr verschiedenen Lipiden vorkommen. 
Diese Untersehiede in dem Aufbau der urspriinglich abgelagerten Lipide lassen 
sich abet im mikroskopisehen Pr~parat zur Zeit noch nicht mit geniigender Sieher- 
heir erfassen, zumal ~uch die entstehenden Oxydationsprodukte der unges~ttigten 
Fettss histochemisch einheitlich sind. Desgieichen kSnnen die zweifellos 
vorhandenen organspezifischen Besonderheiten der EiweiBbausteine mit den der- 
zeitigen Methoden nicht dargesteUt werden. ~iir den grunds~tzlichen Bauplan 
dieser Pigmente and ffir die an ihnen ablaufenden, an die nngess Fett- 
s~uren gebundenen Entwicklungsvorg~nge fallen diese Versehiedenheiten aller- 
dings nicht ins Gewicht. 

Ws somit das Gemeinsame dieser Pigmentgruppe infolge der in alien 
vorhandenen oxydierten Fettss klar zutage tritt, spricht aber ihre versehie- 
denartige kausale und formale Genese doch gegen ihre Identits Diese Unter- 
sehiede werden besonders dann deutlich, wenn man ihre Entstehung verfolgt. 
Betrachten wir zuni~chst das Ceroid: 

Dieses Pigment tritt in den zur Phagocytose befahigten Zellcn, also vornehm- 
lieh in mesenchymalen Elementen, auf. Es entsteht in der Regel bei der Phago- 
cytose zugrunde gehender fetthaltiger Gewebsanteile, sofern die Oxydation der 
gespeicherten Lipide durch Blutungen begiinstigt wird, oder wenn diese Fett- 
stoife ira l~bermag anfalten und deshalb l~ngere Zeit in den Zelten und im Ge- 
webe liegen bleiben (IIAMP~L 1950, HARTEO~T 1951, 1953, ZOLLI~eE~ 1953, 
GEl)InK und FlscHEn 1958). Die Ursaehen fiir die Entstehung des Ceroids liegen 
also in den augerhalb der speiehernden Zelle ablaufenden pathologischen Vor- 
gs Die Speieherung selbst geh6rt zu den normalen Aufgaben der Makro- 
phagen, deren Stoffweehsel nur der iiblichen funktionellen Belastung aus- 
gesetzt ist. 

Die Aufnahme der Lipide in d~s Cytoplasma der Mukroph~gen erfolgt sehr 
sehnell, d. h. in der Regel innerhalb weniger Stunden oder hSehstens im Lauie 
yon i--2 Tagen. Sie beginnt, sobMd die Zellen mit Fettstoffen in Ber(ihrung 
kommen, und ist beendet, nachdem ihre Speieherungskapazits ersch6pft ist. 
DaB man bei der Resorption grSBerer Fettmassen auch naeh Woehen noeh phago- 
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eytierende Zellen antrifft, liegt daran, dag bei der reaktiven Gewebsproliferation 
stgndig neue Mesenehymzellen auftreten und mit der Verarbeitung der Lipide 
beginnen. 

Die ersten Entwieklungsstadien des Ceroids stellen also phagoeytierte leiehg 
16sliehe Lipidtropfen dar, deren Gr6Be sieh im Verlauf der Speieherung meistens 
nieht mehr nennenswert /tndert. Nur gelegentlich kommt es zur Unterteilung 
gr6Berer Tropfen in kleinere Partikel oder aueh zum ZusammenflieBen kleinerer 
Tr6pfehen zu grol3en Kugeln. Die weitere Verarbeitung der Fetttropfen zum Pig- 
ment beruht dann haupts/~ehlieh auf dem oxydativen Umbau der nngess 
Fettsguren, welehe zu unl6sliehen, gelbbraun gef&rbten, fluoreseierenden Sub- 
stanzen umgelagert werden. Proteine treten erst sekund/tr zu den gespeieherten 
Fettstoffen hinzu und spielen mengenm~13ig stets nut eine untergeordnete Rolle. 
Bei grol3en Lipidtropfen, die vor der Oxydation und Polymerisation nieht unter- 
teilt worden sind, bleibt die EiweiBbeimengung unter Umst~nden aueh ganz aus 
(GEDIGK und FISCHEI% 1958). 

Ganz anders liegen die Verhs beim Vitamin E-Mangelpigment. Es ent- 
steht in glatten Muskelfasern sowie in der tlerz- und Skeletmuskulatur bei einem 
gest6rten intermedi/~ren Umbau unges/~ttigter Lipide. Sein Auftreten zeigt also 
eine die speiehernde Zelle selbst betreffende Stoffweehselst6rung an. 

Die Fettstoffe werden in den Muskelzellen sehr langsam, d. h. im Laufe yon 
Woehen und Monaten, im Bereieh yon stoffweehselaktiven Cytoplasmabezirken 
angeh/fuft, yon denen anseheinend ihr Gehalt an Proteinen und Enzymen her- 
riihrt. Am Anfang der Ent~deklung des Vitamin E-Mangelpigmentes linden sieh 
daher nieht wie beim Ceroid intraeytoplasmatisehe Lipidtropfen, sondern eiweil3- 
hMtige Cytoplasmastrukturen, also Proteine bzw. Lipoproteide. W/~hrend der gan- 
zen Dauer der Stoffweehselst6rung sehreitet dann die Fettspeieherung fort. Dabei 
erfolgt nieht nur eine st/~ndige Zunahme der Zahl der Pigmentk6rnehen, sondern 
aueh eine Vergr6gerung der einmal gebildeten Granula dutch eine Vermehrung 
der abgelagerten Fettstoffe. Augerdem weisen elektronenmikroskopisehe Unter- 
suehungen auf den Einsehlng benaehbarter Cytoplasmabezirke in die prim/~ren 
kleinen Pigmentk6rnehen hin. An den gespeieherten ungess Fettstoffen 
laufen dann im Prinzip die gleiehen Oxydations- und Polymerisationsvorg/inge ab 
wie beim Ceroid. 

Der untersehiedliehen kausalen Genese des Ceroids und des Vitamin E- 
Mangelpigmentes entsprieht also ein untersehiedlieher Entwieklungsablauf. Beide 
linden ihren Niedersehlag in der versehiedenartigen morphologisehen Anordnung 
der Pigmentgranula im Cytoplasma. So wird das Ceroid-- genau wie andere phago- 
eytierte Substanzen - -  ohne ersiehtliehe Ordnung in Makrophagen abgelagert, 
deren Zelleib in der Regel auf das diehteste mit den Pigmentk6rnehen gef/illt 
ist. Das Vitamin E-Mangelpigment tritt  dagegen in ganz bestimmten, offenbar 
funktionell wiehtigen Cytoplasmabezirken auf: In glatten Muskelfasern finder es 
sieh bevorzugt an den Polen der Zellkerne, denen es hfitehenf6rmig aufsitzt. Aueh 
in quergestreiften Muskeln wird es h/~ufig in der Naehbarsehaft der Kerne ge- 
bildet; aul3erdem erfolgt bier seine Ablagerung abet gelegentlieh in Randgebieten 
des Cytoplasmas oder gruppenf6rmig in umsehriebenen Bezirken innerhalb der 
Muskelfasern. Erst bei l&ngerem Bestehen der Stoffweehselst6rungen dehnt sieh 
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die Ablagerungszone dann allm/thlieh aus, um schlieBheh die Zelle v611ig auszu- 
ffillen. 

Weiterhin erhebt sich die Frage, welehe Stellung das LipoJuscin (sog. Ab- 
niitzungspigment) einnimmt, das beim Mensehen (und manehmal aueh bei 
Tieren) in Muskelfasern sowie epithelialen Zellen auftritt und welches ebenfalls 
auger Proteinen unges~tttigte Fetts~uren und deren Oxydationsprodukte enthSlt. 
Zweifellos wiirden sieh aueh in die funktionelle Bedeutung dieses Pigmentes 
am ehesten Einblieke gewinnen lassen, wenn man seine Vorstufen untersuehen 
und dann deren weitere Umwandlung w~hrend der Alterung verfolgen kSnnte, 
zumal seine Zusammensetzung erhebliehen, offenbar altersbedingten Sehwan- 
kungen unterworfen ist (AscHoF~ 1910, Hu~cK 1921, HAMPE~L 1934). Zu den 
grunds/~tzliehen Sehwierigkeiten, das Alter yon Gewebsstrukturen in mensehliehen 
Organen zu bestimmen, kommt nun beim Lipofuscin noeh hinzu, dal3 es verh/~lt- 
nism/~gig sehnell auf- und abgebaut werden kann, also keinesfMls eine unver- 
5nderliehe Substanz darstellt (BACt~a~ 1953). In der Regel verm6gen wit 
daher nicht den Zeitpunkt anzugeben, wann die zur Ablagerung ungesSttigter 
Lipide fiihrenden Stoffweehselvorg/~nge eingesetzt haben. Weiterhin ist damit 
zu reehnen, dub die Oxydation und Polymerisation der Fettss in Abhgngig- 
keit yon der jeweiligen Stoffweehselsituation mit untersehiedlieher Gesehwindig- 
keit ablaufen. Keineswegs ist man deshalb bereehtigt, das Lipofusein in Organen 
yon Kindern als ,,]unges" und bei Greisen als ,,aires" Pigment zu bezeiehnen. - -  
Aueh fiber das manehmal bei Laboratoriumstieren ,,spontan" auftretende 
Lipofusein k6nnen Altersangaben nur mit grogen Einsehr/tnkungen gemaeht 
werden. 

Auf Grund unserer vergleiehenden Untersuehungen an menschlichen Organen 
und am tierexperimentellen Material mSehten wit abet trotz dieser Sehwierig- 
keiten versuehen, zu der oben gestellten Frage naeh der Genese und Bedeutung 
dieses Lipopigmentes Stellung zu nehmen. 

Wenn man die Entstehung der Lipopigmente vergleieht, so zeigt es sieh, dab 
die kausale Genese des Vitamin E-Mangelpigmentes und des Lipofuseins im 
Grundprinzip iibereinstimmen: Die Bildung des Lipofuseins wird ebenso wie die 
des Vitamin E-Mangelpigmentes dutch eine besondere Situation im intermedi5ren 
Stoffweehsel der Zelle selbst ausgel6st, wghrend die Ursaehe fiir die Ablagerung 
des Ceroids auBerhalb der speiehernden Zelle zu suehen ist. Die zur Speieherung 
unges/~ttigter Fettsguren iiihrenden Stoffweehselvorg/~nge diirften allerdings beim 
Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofusein verschieden sein, denn bei der 
Entstehung des typisehen Lipofuseins ist die Mitwirkung eines Vitamin E-Mangel- 
zustandes/~uBerst unwahrscheinlieh (FOLLIS 1957). Des weiteren ist bei den sog. 
Abnfitzungspigmenten damit zu reehnen, dag die ihre Bildung verursaehenden 
Stoffweehselvorg/~nge in den einzelnen Organen und bei den versehiedenen Krank- 
heitszustgnden jeweils versehiedene Stellen des intermedi/iren Umbaues der 
Lipide betreffen, zumal die in den versehiedenartigen hoehdiiferenzierten Paren- 
chymzellen gespeieherten und zum Pigment umgelagerten ungesgttigten Fett- 
sauren wahrseheinlieh aueh yon unterschiedliehen Lipiden stammen (S. 458). 
Somit reprgsentiert der Vitamin E-Mangelzustand anseheinend nur eine yon 
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vielen St6rungsformen, die zur Ablagerung yon unges~ttigten Lipiden in 
Muskelfasern und Parenehymzellen ftihren kSnnen. 

Aueh in der formalen Genese besteht zwisehen dem Lipofusein und dem 
Vitamin E-Mangelpigment eine weitgehende ~bereinstimmnng. So fanden wir 
in friiheren Experimenten, dab die ]3ildnng des Lipofuseins in der Leber und in 
anderen Organen gleiehfalls im Bereieh eiweighaltiger pr~formierter Cytoplasma- 
struktnren erfolgt, welehe yon vornherein eine ausgesproehene Stoffweehsel- 
aktivitgt besitzen (GEDmt~ nnd BO~TK~ 1956). Beide Pigmente enthMten dem- 
entspreehend - -  im Gegensatz zum Ceroid - -  reiehlieh Proteine, die beim Lipo- 
fusein ebenso wie in den ersten Entwieklungsstadien des Vitamin E-~Iangel- 
pigmentes ganz im Vordergrund stehen. Genau wie das Vitamin E-~Iangelpig- 
ment wird also das Lipofusein nieht durch die intraplasmatisehe Aussonderung 
yon Lipiden in Form yon Fetttropfen gebildet. Mit dieser Feststellung steht die 
Tatsache im Einklang, dab es bisher in keinem Fall mSglieh war, in ~{uskelfasern 
oder epithelialen Zellen den Ubergang einer Ieintropfigen Verfettung in Lipo- 
fuseinab]agerungen naehzuweisen. Meistens treten die Pigmente sogar an anderen 
Cytoplasmastellen auf als die bei der Hypoxgmie oder anderen StSrungen ent- 
stehende Verfettung. So sei z. B. an die verschiedenartige Lokalisation des Lipo- 
fuseins und der kleintropfigen Verfettung im menschlichen Herzmuskel erinnert. 
Das gleiehe gilt aueh fiir die Lipofuseinablagerungen in anderen Organen, wie im 
Zentralnervensystem, in der Nebenniere, im I-Ioden usw., die zwar nieht soleh 
eine kennzeiehnende eytologisehe Anordnung besitzen, deren grundsgtzliche Uber- 
einstimmung mit dem Pigment der tterz- und Skeletmuskulatur aber seit langem 
unumstritten und dureh zahlreiehe morphologisehe und eytoehemische Befunde 
belegt ist. Als Ausdruck dieser formalen Genese ist das Lipofusein in seinem 
morphologischen Verhalten den ersten Stadien des Vitamin E-Mangelpigmentes 
sehr ahnlieh. Beide Lipopigmente entstehen z. B. in Muskelzellen nieh~ regellos 
im Cytoplasma, sondern gruppenfSrmig in umsehriebenen Zellbezirken; und 
submikroskopiseh besitzen beide enge Beziehungen zu lV{itoehondrien (LIR'DNER 
1957 und PocI~E 1958). 

Das Lipofusein hat also aneh das Grundprinzip der formalen Genese mit dem 
Vitamin E-Mangelpigment gemeinsam und unterseheidet sich in dieser Hin- 
sieht ebenfalls voIn Ceroid. Ob das Vitamin E-Siangelpigment deshalb am 
Beginn seiner Entwicklung mit dem Lipofusein vielleieht sogar identiseh ist, 
steht noch dahin. In den spateren Entwieklungsstadien linden sieh aber zweifellos 
Unterschiede zwischen ihnen: 

So zeigt das Vitamin E-Mangelpigment nach l~ngerer Versuehsdauer eine 
Neigung zur Verklumpung und zur Bildung groBer Sehollen, die man beim Lipo- 
fusein nieht oder doeh nur selten beobaehtet. M6glieherweise h/~ngt die Ent- 
stehung gr6Berer PigmentschoUen mit der Nekrobiose der Muskelfasern zu- 
sammen, die man bei allen Tieren finder, die lange Zeit (1--P/~ Jahre) eine 
Vitamin E-arme Kost erhalten haben, Dagegen geht die Lipofuscinablagerung 
beim Mensehen ohne sichtbare Sehgdigung der speiehernden Zelle einher. Dieser 
Unterschied beruht sieher darauf, dab beim 1/~nger andauernden Vitamin E- 
Mangelzustand sehwerste intermediate StoffwechselstSrungen entstehen, die 
nieht allein den Umbau der Lipide, sondern aueh den EiweiB- und Kohlenhydrat- 
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stoifwechsel betreffen und schlie~lich zum Zelltod fiihren (vgl. hierzu BECKMA~Zr 
1955). 

Aul~erdem sind die Mten Pigmentgranula beim Vitamin E-Mangel deutlich 
sudanophil, wahrend man in menschlichen Organen gelegentlich tier braun 
gefi~rbte, also ofienbar alte Lipofuscink6rnchen trifft, die nur noch eine 
sehr geringe Affinit~t ffir Fettfarbstofie besitzen. Diese Verschiedenheit 
li~I3t sich dadurch erkls dab beim Vitamin E-Mangel w~hrend der ganzen 
Versuchsdauer immer wieder neue sudanophile Fettstoffe abgelagert werden, so 
dai~ aueh die altesten K6rnchen neben den bereits weitgehend oxydierten und 
polymerisierten, d .h .  nicht mehr mit Sudan fi~rbbaren Fettstoffen, stets auch 
noch weniger oxydierte (sudanophile) Lipide enthalten. Wegen der Kurzlebig- 
keit der Versuchstiere ist es bisher nicht gelungen, das Schicksal ~lterer V~tamin E- 
Mangelpigmente nach dem AufhSren der Stoffwechselst6rung zu verfolgen. Es 
ist abet damit zu rechnen, dal3 das Vitamin E-Mangelpigment ebenfalls seine 
Sudanophilie verlieren wfirde, wenn keine neuen Fettstoffe mehr hinzutreten 
kSnnten und nur noch der zur Polymerisation ifihrende oxydative Umbau der 
einmal gespeicherten Fet te  abliefe. Beim Abniitzungspigment des Mensehen 
werden dagegen die zur Ablagerung der Fettstoffe ffihrenden. Stoffwechselvor- 
gange sicher gelegentlich fiir eine mehr oder weniger lange Zeit unterbrochen, so 
dab die bereits gebildeten Granula nicht dutch zusatzliche Anhauiungen yon 
Lipiden vergr6f3ert werden. An diesen Pigmenten wiirde dann - -  wenn die Voraus- 
setzungen ffir ihren Abbau nicht gegeben sind - -  nur der oxydative Umbau der 
gespeicherten Fettstoife welter ablaufen, der schliel31ich zum Verlust der Sudano- 
philie ffihrt, ohne dal3 weitere, noch nicht oxydierte, sudanophile Lipide neu 
hinzutreten. 

Trotz der weitgehenden J~hnlichkeit der morphologischen Anordnung des 
Lipofuscins und des Vitamin E-Mangelpigmentes in glatten Muskelfasern be- 
stehen aber doch in quergestreiften Muskeln gewisse Unterschiede zwischen ihnen. 
Zwar t r i t t  das Vitamin E-Mangelpigment auch hier bevorzugt an den Kernpolen 
auf; es ist aber nicht unbedingt an die iqachbarschaft der Kerne gebunden und 
wird, wie z .B.  im Herzmuskel, gelegentlich auch in umschriebenen anderen 
Gebieten der Muskelfasern gebildet. 

~Jberblicken wir diese Befunde, so wird deutlich, dal3 das Vitamin E-Mangel- 
pigment und das Lipofuscin zwar in einer Reihe yon Einzelheiten ihres morpho- 
logischen VerhMtens und ihrer Genese etwas voneinander abweichen, dM3 aber 
die beobachteten Unterschiede zwischen ihnen keineswegs auf eine grunds~tzliehe 
Verschiedenheit hinweisen. Beide Pigmente stimmen vielmehr in ihren wesent- 
lichen Eigenschaften sowie im Grundprinzip ihrer kausMen und formMen Genese 
fiberein, ws sich beide in den gleichen Punkten vom Ceroid uaterscheiden. 
Man kSnnte deshalb das Vitamin E-Mangelpigment vielleicht uls eine besondere 
Form des Lipofuscins bezeichnen. 

6. Welche Ri~c]cschliisse ergeben sich aus den vorliegenden Untersuchungen au/ die 
biologische Bedeutung des Lipo/uscins (des sog. Abni~tzungspigmentes)? 

Die in diesem Pigment abgelagerten Oxydations- und Polymerisationsprodukte 
unges~ttigter Fettss treten beim normMen Fettstoffwechsel nicht auf. Wegen 
ihrer schweren LSslichkeit dtirften sic dem Erhaltungs- und Funktionsstoffwechsel 
der Zelle nicht zur Verffigung stehen und keinesfalls eine Art Reservematerial 
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darstellen. Auch f/Jr die Annahme, dab dieses Pigment eine f/ir das Zelleben als 
KatMysator notwendige Substanz darstellt, ergeben sich keine Anhaltspunkte. 
Die im Lipofuscin enthaltenen Fermente sind auch nicht ein Zeichen fiir irgend- 
welehe Aufgaben, die es im ZeUstoffwechsel zu erf/illen h~tte, sondern ein tIin- 
weis ffir die funktionelle Bedeutung der Cytoplasmabezirke, in denen diese 
Substanzen abgelagert warden. Mit dieser Folgerung stehen die elektronenmikro- 
skopisehen Befunde im Einklang, bei denen im Lipofusein - -  ebenso wie beim 
Vitamin E-Mange lp igmen t -  kein Molekiilgitter oder ein anderer submikroskopi- 
seher Ordnungszustand gefunden wurde (LI~D?q~I~ 1954, 1957, 1958, P o c I~  1958), 
so wie es sonst bei funktionell bedeutungsvollen Cytoplasmastrukturen der gleiehen 
Gr61?enordnung der Fall ist. SehlieBlieh sei an das seit langem bekannte gem 
h/~ufte Auftreten dieser Pigmente bei abzehrenden Krankheiten and bei zu- 
nehmendem Alter erinnert. Alle morphologisehen and ehemisehen Daten weisen 
somit darauf bin, daft es sich bei den im Lipo/usdn enthaltene~z oxydierten und 
polymerisierten ungesiittlgten $'ettsiiu,ren um Schlac]cen des intermediiiren Lipid- 
8to/]wechsels handelt, die nnter besonderen Stoffweehselbedingungen in einzelnen 
Zellen mehr oder weniger schnell angeh~tuft werden und unter Umst~nden auch 
wieder weggergumt werden k6nnen. 

Auf den ersten Bliek k6nnte gegen diese Folgerungen vielleieht ins Feld 
geftihrt werden, dab LipofuseinkSrnchen in geringem Umfang manehmal sehon 
bei Kindern auftreten und seheinbar zur regulgren Ausstattung bestimmter Zellen 
geh6ren. Tatss besteht aber zwisehen diesen Beobachtungen kein Wider- 
sprueh, denn es ist ohne weiteres vorstellbar, dab die Stoffweehselsituationen, 
welehe zur intraplasmatisehen Ablagerung und zum oxydativen Umbau unge- 
s~ttigter Fettsguren fiihren, manehmal sehr friihzeitig (aueh im jugendliehen 
Organismus) auftreten and dab diese Sehlaekenstoffe - -  sofern die Voraus- 
setzungen fiir ihren Abban nieht gegeben sind - -  im Cytoplasma unter Umstgnden 
lange liegen bleiben. Die Funktion der Zelle .wird dureh die Lipofuseinablagerun- 
gen in der gegel nieht beeintrgehtigt --- genauso wie aueh viele andere Cytoplasma- 
einsehliisse, z .B.  Eisenpigmente oder Fetttropfen, das Zelleben normalerwoise 
nieht gef~hrden. Keineswegs sind wir deshalb berechtigt, eine lilaofuscinhaltige 
Zelle als funktionsuntfiehtig odor gar als ,,degeneriert" zu bezeiehnen. 

Mit dem Naehweis, dab dot Entstehung des Lipofuseinpigmentes eine An- 
h/tufung yon Schlaeken des intermedigren Zellstoffweehsels zugrunde liegt, 
kehren wit nach langen Umwegen zu einer Anschauung zuriick, die sehon vor 
Jahrzehnten yon AscI~o~F, Hv~CK u.a .  vertreten worden ist. Wit vermSgen 
jedoeh heute die Art dot Stoffweehselvorggnge etwas genauer zu bestimmen und 
die Riehtigkeit dieser Auffassungen dureh Stoffweehselversuehe im Tierexperi- 
ment und mit  modernen moriohologischen Methoden zu begriinden. 

f)berbliclcen wir abschliefiend die im Tierexperiment und an Organen des Men- 
schen erhobenen Be/unde, so zeigt es sieh, dal] die Lipopigmente trotz des ihnen 
allen gemeinsamen Gehaltes an oxydierten, gelbbraun gef~rbten unges/~ttigten 
Lipiden, d .h .  trotz der fiir sie alle eharakteristisehen Farbkomponente, nieht 
einheitlieh sind. Es lassen sich vielmehr zwei Grundtypen lipoyener Piymente von- 
einander abgrenzen, weleho eine untersehiedliehe kausalo and formale Genese 
aufweisen and dementspreehend aueh eino versehiodene biologisehe Bedeutung 
besitzen. 
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Der eine Typ der Lipopigmente tritt  in Makrophagen bzw. in den zur Phago- 
cytose bef~thigten Zellen anf. Dieses Pigment entsteht vornehmlieh bei der Re- 
sorption fetthaltiger Gewebsanteile,und zwar besonders dann, wenn die Oxydation 
der Lipide dureh Blntungen beg/instigt wird, oder wenn as aus irgendeinem Grunde 
zur Autoxydation der Fettstoffe kommt. Seiner formalen Genese liegt also haupt- 
sgehlich ein oxydativer Umbau phagoeytierter unges~ttigter Lipide zugrunde. 
Proteine treten hier erst sekundgr zu den gespeicherten Fettstoffen hinzu und 
spielen stets nur eine untergeordnete l~olle. In Ubereinstimmung mit den An- 
gaben in der modernen Literatur m6ehten wir dieses ,,mesenehymale" Lipo- 
pigment als ,,Ceroid" bezaichnen, zumal dieser Ausdruek auf die waehsartige und 
glgnzende Besehaffenheit der voll ausgebildeten Granula hinweist, welehe dutch 
ihren relativ hohen Gehalt an unl6sliehen Lipiden bedingt ist. Um Migverst~tnd- 
nisse bei der biologischen Interpretierung dieser Cytoplasmastrukturen zu vet- 
meiden, sollte der Ausdruek ,,Ceroid" ffir diesen Pigmanttyp aber aueh dann ver- 
wendet werden, wenn die Oxydation und Polymerisation der Fettstoffe im Lanfe 
der Alterung so welt fortgesehritten ist, dab sin ihre Sudanophilie und ihr wachs- 
artiges Aussehen verloren haben. 

Mit dem mesenehymalen Lipopigment ist das ,,H~mofusein" glterer Autoren 
identisah (vgl. hierzu P~A~s~ 1953, Z o L ~ s G ~  1953, G~DIaX und F I s c ~  1958). 
Da wir heute wissen, dab dieses Pigment aueh unabh~ngig yon Blntungen auf- 
traten kann, erseheint es zweakm~gig, den prgjudizierenden Begriff ,,Hgmo- 
fusein" aufzugeben und an seiner Stelle den die histologisehen und histoehemi- 
sehen Eigensehaften basser treffenden Namen ,,Ceroid" zu benutzen. 

Der andere Typ der Lipopigmente findet sieh in Muskelfasern und Parenehym- 
zellen. Er wird bei einem gest6rtan intermedigren Umbau unges~ttigter Lipide 
gebildet, die allms im Bereieh eiweiBhMtiger stoffweehselaktiver Cytoplasma- 
bezirke abgelagert und oxydiert werden. Hier stehen Proteine yon Anfang an 
quantitativ ira Vordergrund, yon denen offenbar aueh der Gehalt diaser Pigmente 
an Enzymen herriihrt. Diese ,,parenehymatSsen" L@opigmente sollten mit dem 
traditionellen Namen ,,Lipo[usein" belegt werden, und zwar unabhgngig davon, 
ob sie in epitheliMen Zellen oder in quergestreiften bzw. glatten Muskelfasern 
auftreten. Die yon Fall zu Fall weehselnde Sudanophilie dieser Strukturen 
w~re bei ihrer NomenMatur ebenfalls nieht zu beriieksiehtigen, da ihre Mfinitgt 
fiir Fettfarbstoffe, ebenso wie viele andere eytoehemisehe Eigensehaften, yon den 
dargelegten Entwieklungs- und Alterungsvorg~ingen abhgngig ist und nieht auf 
prinzipielle Untersehiede hinweist. 

Das beim experimentellen Vitamin E-Mangel in Muskelfasern gebildete Pig- 
ment besitzt zwar einige morphologisehe sowie kausal- und formalgenetisehe 
Besonderheiten und sollte deshMb nieht mit den iiblichen Lipofuseinen, d. h. dan 
sog. Abn/itzungspigmenten, vollkommen identifizierg werden. Es stellt jedoeh 
offenbar nur eine Variante der Lipofuseine dar. Urn seine Versehiedenheit vom 
mesenehymMen Lipopigment zum Ausdruek zu bringen, mSehten wires  nieht 
als Ceroid bezeiehnen; und zwar aueh dann nieht, wenn es im Laufe seiner Ent- 
wieklung einmM besonders reiehlieh sudanophile Lipide enths und vortiber- 
gehend eine fast waehsartige Besehaffenheit besitzt. 

Weitere Spielarten des Lipofuseins seheinen das yon D ~ I ~  und JoI~SON 
(1954) sowie t IA~P~L (1957) in der Leber bei ehronisehem niehth/~molytisehem 
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Ikterus beschriebene Pigment und das yon E~Rn~B~Aa-D und BVRCKI~IAt~T (1959) 
unl~ngst beobaehtete eisenhaltige lipofuseinghnliche Pigment in der menseh- 
lichen Leber zu sein. 

Zusammenfassung 
Beim experimentellen Vitamin E-Mangel entstehen in glatten und querge- 

streiften Muskelfasern gelbe bis gelbbraune, fluoreseierende Lipopigmente. Sic 
enthalten Proteine sowie unges/tttigte Lipide. Ihrer Eigenfarbe liegen Oxy- 
dations- und Polymerisationsprodukte hochunges~ttigter Fettsguren zugrunde. 
Augerdem lassen sieh im Bereieh der PigmentkSrnchen Enzyme, and zwar vor 
allem saure Phosphatase and unspezifisehe Esterase, nachweisen. 

Mit zunehmender Versuehsdauer kommt es zu einer Vern~lehrung und Ver- 
gr6gerung der Pigmentk6rnehen sowie zu einer churakteristischen )[nderung 
ihrer fgrbcrischen and cytochemisehen Eigensehaften. Dieser Umwandlung des 
Pigmentes liegen zwei nebeneinander ablaufende Vorg/mge zugrunde: Erstens 
werden beim Vitamin E-Mangelzustand im Bereich eiweiBhaltiger, stoffwechsel- 
aktiver Cytoplasmabezirke allmghlich ungesgttigte Lipide angehguft, nnd zweitens 
werden diese abgelagerten Fettstoffe in zunehmendem MaBe oxydiert und poly- 
merisiert. 

Zwei Grundtypen lipogener Pigmente lassen sieh voneinander abgrenzen. 

1. Lipopigmente, welche in Makrophagen bzw. in den zur Phagocytose be- 
fghigten Zellen nach Resorption fetthaltiger Gewebsanteile auftreten. Proteine 
kommen erst sekund/~r hinzu und spielen mengenm/~Big stets eine untergeordnete 
Rolle. Dieses ,,mesenehymale" Lipopigment sollte mit dem nichts prgjudi- 
zierenden Ausdruck ,,Ceroid': bezeichnet werden. 

2. Lipopigmente in 5Iuskelfasern und epithelialen Zellen bei einem gestSrten 
intermedi/~ren Umbau nnges~ttigter Lipide. Diese Fettstoffe werden allm~hlich 
im Bereich stoffwechselaktiver, eiweighaltiger Cytoplasmastrukturen angeh~uft 
and oxydiert. Hier stehen Proteine quantitativ im Vordergrund. Far dieses 
,,parenehymatSse" Lipopigment wgre unabhgngig yon seinem jeweiligen Ent- 
wieklungsstadiumder traditionelle Name ,,Lipofuscin"zuwghlen. Das VitaminE- 
Mangelpigment besitzt einige formal- und kausalgenetisehe Besonderheiten; es 
stellt anscheinend abet nur eine Variante der Lipofuseine dar. 

Summary 
In experimental vitamin E-deficiency yellow to yellow-brown fluorescing 

lipopigments are formed in smooth and cross-striated muscle fibers. These 
pigments contain proteins as well as unsaturated lipids. Their color is due to the 
oxidation and polymerization products of poly-unsaturated fatty acids. In addition, 
enzymes can be demonstrated in the locality of the pigment granules, these being 
primarily acid phosphatase and non-specific esterase. 

~u prolongation of the experiment both multiplication and enlargement 
of the pigment granules occur, as well as a characteristic change in their color 
and cytochemieal qualities. This alteration of the pigment is the result of two 
processes taking place simultaneously. First of all, in the state of vitamin E 
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deficiency unsa tu r a t ed  lipids are accumula ted  gradual ly  in  the region of protein-  
conta in ing  metabol ica l ly  act ive cytoplasmic loci. Secondly, these deposited fat  
substances  are oxidized and  polymerized in  increasing amounts .  

Two basic types  of l ipogenous p igments  can be dif ferent ia ted from one another  : 

1. Lipopigments ,  which appear  in  macrophages after resorpt ion of fat- 
conta in ing  tissue particles, or in  those cells able to phagoeytize.  Proteins  are 
added only secondarily,  and  always p lay  quan t i t a t i ve ly  a subsic[iary role. This  
"mesenchymal" l ipopigment  should be referred to wi th  the  non-bias ing  t e rm as 
' ' ceroid". 

2. L ipop igments  i n  muscle fibers and  in  pa renchymal  cells in  a d is turbed  
in te rmed ia ry  t r ans fo rmat ion  of u n s a t u r a t e d  lipids. These fat  substances are 
gradual ly  accumula ted  in  the  region of the  metabol iea l ly  act ive pro te in-conta in ing  

cytoplasmic s tructures,  and  are oxidized. Here proteins s t and  quan t i t a t i ve ly  in  
the foreground.  For  this  " p a r e n c h y m a t o u s "  l ipopigment  one should select the  
t rad i t iona l  t e rm "l ipofuscin",  i ndependen t  of its respective stage of development .  
The v i t a m i n  E deficiency p igment  possesses some morphologic and  etiologic 
par t icular i t ies ;  i t  appa ren t ly  represents,  however, only a va r i a n t  of the  lipo- 
fuscin. 
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