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Uber die funktionelle Bedeutung des in Parenchymzellen auftretenden fett-
haltigen Pigmentes, des Lipofuscins, gehen die Meinungen auch heute noch
auseinander, weil wir iiber seine chemische Zusammensetzung und Entstehungs-
weise nur lickenhafte Kenntnisse besitzen. Auch die Beziehungen des Lipofuscins
zum Ceroidpigment sind noch umstritten. So halten einige Autoren diese Pigmente
fiir identisch oder nehmen an, dal} sie ineinander tibergehen kénnen. In welcher
Weise ein Ubergang erfolgen soll, ist allerdings bisher offen geblieben. Dem
steht die Ansicht gegeniiber, daBl es sich um verschiedene Cytoplasmastrukturen
handelt; und manchmal wird sogar die Zugehorigkeit der Lipofuscine zu der
Gruppe der Lipopigmente in Abrede gestellt (Literatur bei GEpiex und FISOHER
1958).

Zur Kldrung dieser Fragen, und insbesondere zur Anfdeckung der biologischen
Bedeutung des Lipofuscins, wére eine ndhere Kenntnis seiner Entwicklung
wiinschenswert. Da sich in menschlichen Organen das Alter von Zellstrukturen
in der Regel nicht genau bestimmen 1483t, haben wir versucht, bei Tieren die Ent-
stehung und Alterung der in Muskelfasern bzw. in Parenchymzellen auftretenden
Lipopigmente zu verfolgen.

Unter normalen Bedingungen tritt allerdings in den Organen der iiblichen Laboratoriums-
tiere nur wenig Lipofuscin in Erscheinung, dessen Alter zudem — genau wie beim Menschen —
hiufig nicht sicher zu ermitteln ist. REinen Hinweis fir die Losung dieses Problems fanden
wir in Arbeiten iiber die Organverdnderungen beim Vitamin E-Mangelzustand (MarTIN und
Moore 1936, 1939, Eivarson und Ringstep 1938, BarRrie 1938, HussLrr 1941, Hicrman
und Hagrris 1946, Masow und Trrrorp 1947, MEessEN 1948, Rurrer 1949, ErrrMan,
Kavnirz und Spanerz 1949, Ames und Harrrs 1950, Markess 1950, Einarson 1952, Jir-
GENS 1952, BrorManN 1955, Forris 1957). Unter diesen experimentellen Bedingungen ent-
stehen in Muskelzellen, und zwar sowohl in glatten Muskelfasern als auch in der Herz-
und Skeletmuskulatur fetthaltige Pigmente, deren Ahnlichkeit mit dem Lipofuscin von
verschiedenen Autoren hervorgehoben worden ist (DE Farra 1946, ELrrmaw, Kaunrrz und
Spanerz 1949, Linower 1957).

Fir die Verfolgung der Genese eines fetthaltigen, lipofuscinartigen Pigmentes
in Muskelfasern schien uns daher die Untersuchung der Organe von E-avitamino-
tischen Tieren besonders geeignet zu sein. Wir haben deshalb bei Ratten, welche
eine Vitamin E-arme Didt erhielten, die Entwicklung der entstehenden Lipo-
pigmente in regelmiBigen Zeitabstinden untersucht und mit den an Organen des
Menschen erhobenen Befunden verglichen.

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir die Unterstittzung dieser
Arbeit.
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Von besonderem Interesse waren dabei die ersten Entwicklungsstadien des
Pigmentes. Des weiteren galt es zu klaren, welche Umwandlungen die Pigment-
kornchen im Laufe der Alterung erfahren. Und schlieBlich war festzustellen,
welche Beziehungen zwischen dem Vitamin E-Mangelpigment und anderen Lipo-
pigmenten, ndmlich dem Lipofusein und dem Ceroid, bestehen.

Die Bearbeitung eines derartigen Problems hatte die Anwendung histochemi-
scher Methoden zur Voraussetzung, da es mit diesen Verfahren gelingt, auch
die ersten firberisch noch uncharakteristischen Entwicklungsstufen des Pig-
mentes, also gewissermafen das Propigment, morphologisch einwandfrei zu er-
fassen. AuBerdem koénnen die bei dlteren Versuchstieren dicht nebeneinander
liegenden, sehr verschiedenen Altersstufen dieser Pigmente nur mit einer morpho-
logischen Methodik gut voneinander abgegrenzt werden.

Yersuchsanordnung und Methoden

1. Tierversuche. 50 vier bis sechs Wochen alte weibliche Wistarratten (Gewicht 80—120 g)
wurden mit Vitamin E-armer Diit ernihrt, deren Zusammensetzung nach Angaben der
Deutschen Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach/Baden erfolgte'. Diese Tiere wurden durch
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. Tag nach dem Versuchsbeginn
getotet. — Zur Kontrolle erhielten 23 weibliche Wistarratten eine Vitamin E-haltige Didt.
Thre Organe wurden nach den gleichen Zeitabschnitten wie bei den Versuchstieren untersucht.

I1. Histologische und histoehemische Methoden. Die angewandten histologischen Fér-
bungen sowie die histochemischen Reaktionen zum Nachweis von Proteinen, Lipiden, Kohlen-
hydraten, Nucleinsiuren und Enzymen sind in der Tabelle 1 aufgefithrt. Thre Durchfithrung
erfolgte nach den Angaben von Gomori (1953), PEArsE (1953), Lirrik (1954) und GEDIcK (1956).

Die Auswertung histochemischer Enzymreaktionen setzt die Beriicksichtigung von Kon-
trollversuchen voraus, die wir in der folgenden Weise durchgefiihrt haben:

1. Vor allem wurden die Gewebe vor den eigentlichen Fermentnachweisen in ver-
schiedener Weise vorbehandelt bzw. fixiert. Dabel legten wir besonderen Wert darauf, die
Reaktionen nicht nur an frischen Geweben, d.h. an nativen Gefrierschnitten (Kryostat)
vorzunehmen, sondern auch — sofern es moglich war — formalin- und acetonfixiertes Material
zu untersuchen, bei dem sich die Diffusion bzw. die Herauslosung des Fermenteiweilies aus
dem Schnitt weitgehend verhindern 148t. Einzelheiten der Acetonfixierung und der Paraffin-
einbettung sind in fritheren Arbeiten von GEpicK und BoNTKE (1956, 1957) zu finden., Fiir
die Herstellung formalinfixierter Gefrierschnitte verwendeten wir 4 %iges neutrales Formalin,
mit dem das Material bei 4% C 5—12 Std lang behandelt wurde.

2. Sofern die Voraussetzungen dafiir gegeben waren, wurden die Fermentnachweise stets
it verschiedenen Methoden durchgefiihrt, weil die Moglichkeit, die Lokalisation eines Enzyms
durch unterschiedliche chemische Umsetzungen nachzuweisen, eine geradezn ideale Kontrolle
der Befunde darstellt. Besonderen Wert haben wir bei den Phosphatasenachweisen auf die
Gomori-Methoden gelegt, die nach der Einfithrung der Azofarbstoffmethoden in der letzten
Zeit etwas in den Hintergrund gedrangt worden sind. Die Stérke der von Gomorr entwickelten
Nachweisreaktionen beruht auf der Verwendung eines physiologischen Substrates, namlich
des Natrium-f-Glycerophosphates. Da auch die Gomori-Verfahren bei einer sorgfaltigen
Technik nur sehr kurze Inkubationszeiten (10-—20 min) erfordern und unter diesen Bedingun-
gen eine ortsgetreue Lokalisation des Enzymes gewihrleisten, diirften sie vielleicht den Azo-
methoden sogar iiberlegen sein. So 1aBt sich z. B. auch bei der Gomori-Reaktion fiir saure
Phosphatase eine Diffusion des Fermentes oder der Reaktionsprodukte des Enzymnachweises
in die Zellkerne vermeiden (vgl. Abb. 62 u. b und 7a).

Der Vorteil der Azomethoden beruht auf ihrer einfachen Handhabung, so daf auch der
Ungeiibte reproduzierbare Ergebnisse erzielen kann. Dem steht jedoch die Verwendung

1 Der Deutschen Hoffmann-La Roche A.G. Grenzach/Baden, danken wir fiir die Beratung
bei der Herstellung des Futters und der Durchfiihrung der Tierexperimente.
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von Substraten mit verhaltnismafig grofien, komplexen Molekiilen gegeniiber, deren Per-
meabilitatsmoglichkeit unter Umstinden beeintrichtigt ist, und die dann mit den Enzym-
receptoren nicht in Wechselwirkung treten kénnen. Nicht zuletzt aber ist auch der Einfluf}
des verwendeten Diazoniumsalzes auf das Ergebnis des Fermentnachweises in Rechnung
zu stellen. — Die gleichen Uberlegungen gelten auch fiir die Fsterasenachweisreaktionen,
bei denen uns neben den bewihrten o-Naphthylacetat- und Naphthol-AS-Acetatverfahren
noch die auf einem anderen Prinzip beruhende Bromindoxylmethode zur Verfiigung steht
(vgl. hierzu EpER 1958 und GOssNER 1958).

3. Bei allen Versuchen wurde jeweils ein Schnitt vor dem Enzymnachweis 15 min lang
gekocht und dann zusammen mit den anderen (nicht inaktivierten) Praparaten weiterbe-
handelt.

4. Weiterhin fithrten wir stets Experimente durch, bei denen das Substrat in der Inku-
bationslésung weggelassen wurde, wahrend sonst die Nachweisreaktion in der ithlichen Weise
vorgenommen wurde.

5. Zusaiz von spezifischen Effektoren. a) Saure Phosphatase: Natriumfluorid. b) Unspezi-
fische Esterase: Natrium-Taurocholat, Natriumfluorid, Afoxyl, DFP, E 600 (s. Gomor:
1955, StEIGLEDER und ScHULTIS 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-
inaktivierter und ein unbehandelter aktiver Schnitt (z. B. Leber) wurden in Deckglasabstand
(etwa 75 u) fiir 12 Std bei Zimmertemperatur in Phosphatpuffer (pg 5,0 saure Phosphatase
und pg 7,2 unspezifische Esterase) nebeneinander gestellt. AnschlieBend erfolgte der iibliche
Fermentnachweis. b) Ein hitzeinaktivierter Schnitt wurde zur Hilfte mit einem unbe-
handelten aktiven Schnitt (z. B. Leber) bedeckt; dann gemeinsame Inkubation.

Untersuchungsergebnisse

I. Untersuchungen am Vitamin E-Mangelpigment. Von sdmtlichen Ver-
suchs- und Kontrolltieren wurden zahlreiche Organe untersucht. In Uberein-
stimmung mit MEEsSEN und RuprEL (1949) stellten wir fest, dall nach allen an-
gewandten histologischen und histochemischen Methoden die Entstehung und
die Natur der beim Vitamin E-Mangelzustand in den glatten Muskelfasern,
sowie in der Herz- und Skeletmuskulatur auftretenden Lipopigmente stets
die gleiche war. Unsere Befunde stimmten daher in den verschiedenen Organen
in den wesentlichen Punkten tberein. Bei der Beschreibung der Versuchs-
ergebnisse konnen wir uns deshalb auf die Verdnderungen im Uterus beschrinken,
in dem die Entwicklung der Pigmentkdérnchen am stérksten ausgepragt war und
besonders gut demonstriert werden kann.

Nach einer Versuchsdauer von 3—4 Monaten zeigte der Uterus der Vitamin E-
frei erndhrten Ratten bei der Betrachtung mit blofem Auge eine ganz schwache
gelbliche Farbung, wihrend seine GroBe und Gestalt nicht von der Norm ab-
wichen. Die histologische Untersuchung ergab bei der Verwendung der Lupen-
vergroBerung keine wesentlichen Verdnderungen. FErst die Betrachtung mit
starker VergroBlerung deckte in vereinzelten Muskelfasern an den Polen der Kerne
kleine, im Durchmesser 0,51y groBe Granula auf, welche zwar eine glasige
Beschaffenheit besa8en, sich aber bei den tblichen histologischen Methoden, wie
Héimatoxylin-Eosin, van Gieson oder Masson-Trichrom firberisch nicht wesent-
lich von dem iibrigen Cytoplasma unterschieden. Desgleichen wiesen diese
Kérnchen bei den histochemischen Reaktionen fiir Proteine, Kohlenhydrate und
Lipide im allgemeinen die gleichen Eigenschaften auf wie das iibrige Cytoplasma:
Bei der Tetrazoniumreaktion filr aromatische Aminosduren wurden sie, genau
wie die anderen Zellbestandteile, sehr stark angefirbt. Sie waren Perameisen-
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sdure-Schiff-negativ, nur ganz schwach PAS-positiv, besallen keine nennens-
werte Affinitdt fir basische Farbstoffe und zeigten kein histochemisch
nachweisbares Reduktionsvermdgen. Mit Sudanrot und Olrot lieBen sie
sich weder am Gefrierschnitt noch am Paraffinschnitt darstellen. Nur bei
der Farbung mit Sudanschwarz nahmen sie — zum Unterschied von anderen

Abb. 1a u. b. Uterusmuskulatur nach 120 Tagen Vitamin E-Mangelkost, Firbung mit Sudan-
schwarz, Kernechtrot. Vergr. 2000 x. Vereinzelte, ganz schwach angefirbte Granula an den
Kernpolen

Strukturen -— einen schmutzig-grauschwarzen Farbton an. Diese sehr ge-
ringe — allein bei der Verwendung von Sudanschwarz in Erscheinung tretende —
Sudanophilie kam erst nach der Paraffineinbettung des Gewebes gut zum Aus-
druck, bei der durch die Vorbehandlung mit Alkohol, Toluol usw. eine Extraktion
der leicht loslichen Lipide erfolgte, wihrend der Fettbaustein der Granula nicht
entfernt wurde (Abb.la und b). Ein deutliches Bild der Kérnchen liel sich
aber im Fluorescenzmikroskop erzielen, weil sie im UV-Licht oder im Blaulicht
in einem weiBllichen bis weillichgelben Farbton aufleuchteten (Abb. 2a und b).
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Die beschriebenen perinucledren Granula besaBen noch keine nennenswerte
Eigenfarbe und konnten daher strenggenommen nicht als ,,Pigment* bezeichnet
werden. Die weitere Verfolgung der Organverdnderungen beim Vitamin E-
Mangelzustand ergab jedoch, daB es sich bei diesen Kdrnchen um die ersten
Entwicklungsstadien des Vitamin E-Mangelpigmentes, also sozusagen um die
Pigmentvorstufen bzw. das ,,Propigment‘‘ handelte.

AufBer den Kornchen fanden wir in diesem Stadium des Versuches in einigen
Muskelfasern eigentiimliche rundliche, gelegentlich zusammenflieBende, optisch
leere Vacuolen, die manchmal
bevorzugt in der Ndhe der Kerne
lagen. Offenbar handelte es sich
bei diesen Gebilden um die von
LINDNER (1957) beschriebenen
Golgi-Vacuolen.  Eine regel-
méBige Beziehung dieser Va-
cuolen zu den Granula war
nicht festzustellen, da beide
héufig unabhéngig voneinander
in den Muskelfasern auftraten.

Es sel betont, dalBl die Mehr-
zahl der Muskelfasern in diesem
Versuchsstadium noch keine Ver-
dnderungen zeigte. Auch fluores-
cenzmikroskopisch waren in den
meisten Muskelzellen noch keine
Kornchen nachweisbar.

Auch im Laufe der folgenden
Zeit (5—12 Monate nach Ver-
suchsbeginn) blieben die Form
und die Grofe des Uterus unver- Abb. 2a u. b. Uterusmuskulatur. Autofluorescenz,

dndert. HEs trat jedoch eine zu-  Blaulicht. a Nach 90 Tagen Vitamin E-Mangeldiit.
u» Vergr. 2000 x. b Nach 120 Tagen Vitamin E-Mangeldiit.
nehmende gelbe Verfarbung des Vergr. 1000 x. Vereinzelte, schwach weiB bis hellgelblich
Myometrjums auf, die mnach fluorescierende Granula an den Kernpolen
9 Monaten schon recht ausge-
prigt war. Bei der mikroskopischen Untersuchung traf man zu diesem Zeit-
punkt in der Schleimhaut unregelmiBig gestaltete, manchmal fast cystisch er-
weiterte Driisenlichtungen sowie Hamosiderinablagerungen in den Histiocyten des
Stromas. Im Vordergrund standen feingeweblich die intracytoplasmatischen,
nunmehr schwach gelblich gefdrbten Granula in den Ring- und Léngsmuskel-
schichten des Myometriums. Diese Pigmentkornchen waren héufig nicht mehr
auf die Cytoplasmabezirke in der Umgebung der Kerne beschrankt, sondern fiillten
manchmal die ganze Muskelfaser aus. Des weiteren hatten die Granula an GréBe
zugenommen, so dafl neben kleineren Kornchen jetzt auch gréBere Schollen vor-
handen waren. Neben den pigmenthaltigen Muskelfasern fanden sich auch zu
diesem Zeitpunkt noch einzeln und in Gruppen liegende Muskelzellen, die keine
oder doch nur ganz wenige Pigmentkornchen enthielten. Eine Vacuolenbildung
war bei den dlteren Tieren nur noch selten vorhanden.
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Die Pigmente nahmen allméhlich eine Reihe von kennzeichnenden férbe-
rischen und histochemischen Eigenschaften an. Am Beispiel eines Tieres, das
281 Tage (also etwa 9 Monate) Vitamin E-frei erndhrt worden war, sei das Er-
gebnis unserer Untersuchungen geschildert.

Die Tetrazoniumreaktion fiir aromatische Aminosiuren war in den Pigmentgranula
unverdndert sehr stark positiv, die sich bei der Anwendung dieses Verfahrens nach wie vor
nicht von den anderen Cytoplasmastrukturen unterschieden. Mit Sudanschwarz wurden sie
jetzt im Gefrier- und Paraffinschnittverfahren vielfach stark angefirbt, wihrend ihre Affinitét
fiir Sudanrot und Olrot gering war. Die Perameisensiure-Schiffreaktion fiir Athylen-

-

Abb. 3. Uterusmuskulatur nach 475 Tagen Vitamin E-Mangelkost, Firbung mit Sudanschwarz-
Kernechtrot. Vergr. 2000 x. Die Muskelfasern sind viéllig mit kleineren und grdBeren stark sudano-
philen Pigmentkdrnchen ausgefiillt

gruppen sowie die PAS-Reaktion fiir «-Glykolgruppen waren deutlich positiv; und auch
Carbonylgruppen lieflen sich mit dem Schiffschen Reagensin geringem Umfang nachweisen. Bei
der Priifung der Saurefestigkeit nach Z1mAL-NEELSEN nahm das Pigment einen roten Farbton
an. Im Gegensatz zu den ersten Entwicklungsstadien zeigten die Granula nunmehr eine
geringgradige Basophilie (Methylenblaubindung bis px 4,6) und bei dem Test nach Crkvre-
MONT-FREDERIC ein deutliches Reduktionsvermdogen. Selbst Silbernitrat konnten sie, wenn
auch in wechselnder Stirke, reduzieren.

Obwohl der Uterus zu diesem Zeitpunkt (nach 9 Monaten) mit bloBem Auge stark gelb
gefirbt erschien, besaBen die Pigmentgranula im histologischen Schnitt nur eine schwache
heligelbliche Eigenfarbe. Diese scheinbare Diskrepanz zwischen dem makroskopischen und
mikroskopischen Befund mufl wohl darauf zuriickgefithrt werden, daB die histologische Unter-
suchung an dinnen Gewebsschnitten vorgenommen wurde, bei denen die Eigenfarbe natur-
gemi B nicht so deutlich ist, wie bei der Betrachtung des gesamten Organes mit unbewatfnetem
Auge. Besonders eindrucksvoll war die sehr starke hellgelbe Autofluorescenz des Pigmentes
(Abb. 4).

In den folgenden Monafen nahm das AusmafBl der Pigmentierung des Myo-
metriums weiter zu. Der Uterus zeigte schon bei der Untersuchung mit freiem
Auge eine gelbbraune und schlieBlich nach 16 Monaten eine fast dunkelbraune
Farbung. Nach wie vor wichen seine Form und GréSle nicht von der Norm ab.
Die histologische Untersuchung des Endometriums ergab auBler etwas un-
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regelmiBig erweiterten Driisenschliuchen sowie zahlreichen Hédmosiderinpar-
tikeln in den Stromazellen keine Besonderheiten. Im Myometrium hatten
die Verdnderungen dagegen erheblich zugenommen: Die Muskelfasern waren
in der Regel mit Pigmentkdérnchen wund -schollen vollstindig ausgefiillt;
nur an wenigen Stellen fanden sich noch pigmentarme oder pigmentfreie Zellen.
Bemerkenswert waren die Kernverdnderungen, wie Hyperchromatosen, Pyknosen

Abb. 4 a u. b. Uterusmuskulatur. Autofluorescenz, Blaulicht. a Nach 375 Tagen Vitamin E-Mangeldiit.

Vergr. 1000 x. Muskelfasern mit stark fluorescierenden Pigmenten ausgefiillt. b Nach 486 Tagen

Vitamin E-Mangeldiéiit. Vergr. 1000 x. Stark fluorescierende Pigmentkérnchen und -schollen in den
Muskelfasern. Daneben Makrophagen mit phagocytiertem Vitamin E-Mangelpigment

und Chromatolysen, auf die bereits MEEssEN und RurpeL (1949) aufmerksam
gemacht hatten. Mit zunehmender Versuchsdauer kam es ferner zum Zerfall
einzelner Muskelfasern und schlielich zum Untergang gréBerer Muskelbezirke.
Zwischen den zugrunde gehenden Muskelfasern traten Makrophagen auf, welche
das nekrotische Gewebsmaterial wegrdumten und sich dann besonders im perivas-
culdren Bindegewebe anhduften. Ihr Zelleib enthielt zahlreiche (offenbar phago-
cytierte) Pigmentgranula. :

Im Laufe der Alterung verinderten sich die farberischen und histochemischen
Eigenschaften der Pigmentkérnchen weiterhin erheblich. Die édltesten Granula
(nach einer Versuchsdauer von 16 Monaten) zeigten dann folgendes Bild:
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Bei der Tetrazoniumreakfion nahmen die Pigmente unverdndert eine tiefdunkelrote
Farbe an. Thre Sudanophilie hatte zugenommen, so dafl sie mit Sudanschwarz am Paraffin-
schnitt und am Gefrierschnitt gut dargestellt werden konnten (Abb. 3). IThre Affinitat fiir
Sudanrot und Olrot war allerdings nach wie vor nur gering. Die Perameisensiure-Schiff-
Reaktion fiel deutlich positiv aus. Stark wurden die Granula bei der Perjodséure-Leuko-
fuchsinreaktion und bei der Prifung der Saurefestigkeit nach ZreHr-NEELSEN angefdrbt.

Abb. 5a u. b, Uterusmuskulatur. Silberimprignation nach MAaAsSON-HaMPERL. Vergr. 1000 x.

a Nach 234 Tagen Vitamin E-Mangeldiat. Die Pigmentkdrnchen vermdgen die ammoniakalische Silber-

nitratlosung nicht (bzw. nur in geringem Umfang) zu reduzieren. Die hémosiderinhaltigen Makro-

phagen am oberen Rand des Bildes werden dagegen deutlich mit Silber imprégniert. b Nach 371 Tagen
Vitamin E-Mangeldiét. Starkes Reduktionsvermogen der Pigmentgranula

Auch ihre Basophilie war ausgepragt: Sie besafien eine starke Affinitat fiir Toluidinblau,
und ihre Methylenblaubindefihigkeit lie sich bis pu 3,2 verfolgen. Sogar mit dem Kupfer-
phthalocyanin-Farbstoff Astrablau gelang jetzt eine Anfirbung des Pigmentes. Besonders
stark hatte das Reduktionsvermégen der Kornchen zugenommen, so daB sie bei dem Ferri-
Ferricyanidtest nach CulvrREMONT-FREDERIC tief blau gefarbt wurden und bei der Silber-
impragnation (MassoN-HaMPERL) einen braunschwarzen Farbton annahmen (Abb. 5b). Die
gelbe bis gelbbraune Eigenfarbe der Pigmentgranula war jetzt auch im histologischen Schnitt
gut erkennbar. Sehr ausgeprigt war ferner ihre gelbe bis gelbbraune Auntofluorescenz (vgl.
Abb. 4a und b).
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Nach dem Freiwerden der Pigmentkérnchen aus den Muskelfasern und ihrer
Phagocytose durch Makrophagen kam es zu einer Verstdrkung ihrer Sudano-
philie, der Perameisensdure-Schiffreaktion, der Sidurefestigkeit, der PAS-
Reaktion, der Basophilie und des Reduktionsvermégens. AuBlerdem gaben sie
im Gegensatz zu den Koérnchen in den Muskelfasern manchmal eine positive
Berliner Blau-Reaktion, deren Intensitdt allerdings in weiten Grenzen schwankte
(RuppeL 1949, LinDNER 1958). So traf man nebeneinander, und zwar oft in
einem Phagocyten, vollig eisenfreie Lipopigmentgranula und Pigmentkdrnchen
mit einem deutlichen Eisengehalt, welche sich bei der Berliner Blau-Reaktion in
einer griinen Mischfarbe darstellten. Die positive Berliner Blau-Reaktion war
héufig auf die oberflichlichen Schichten des Pigmentes beschrinkt. AuBerdem
hatte die Zahl der echten Himosiderinkérnchen zugenommen, die manchmal
zusammen mit dem phagocytierten Vitamin E-Mangelpigment in ein- und dem-
selben Makrophagen abgelagert waren.

Die histochemische Untersuchung der Fermentaktivitdt der Uterusmuskel-
fasern ergab folgende Befunde.

Bei der Nachweisreaktion fiir saure Phosphatase nach GoMORI traten in den Muskelfasern
schon nach kurzen Inkubationszeiten braunschwarze, gekornte Niederschlige auf, die in
Gestalt und Anordnung den Lipopigmenten entsprachen (Abb. 6a). Nach lingeren Bebrii-
tungszeiten flossen diese Niederschlige zu homogenen Prizipitaten zusammen (Abb. 6b).
Das pigmentireie Cytoplasma und diejenigen Muskelzellen, die noch keine Pigmentkornchen
enthielten, zeigten nur eine ganz schwache Enzymaktivitat (Abb. 6a, 7a u. b und 8). Grund-
satzlich das gleiche Ergebnis lie} sich bei der Anwendung der Azomethode erzielen. Diese
Verteilung der sauren Phosphataseaktivitit trat in dem mit Aceton fixierten und in Paraffin
eingebetteten Material ebenso in Erscheinung wie in den nativen oder formalin-fixierten
Gefrierschnitten. Nur die Enzymaktivitat des pigmentfreien Cytoplasmas war in den Ge-
frierschnitten etwas stérker als nach der Acetonfixierung und Paraffineinbettung; sie blieb
jedoch stets hinter der Fermentaktivitat der Pigmentgranula zuriick (Abb. 7a und b).

In besonderen Versuchen priiften wir die Frage, ob die Stellen der Phosphataseaktivitit
mit den in den Muskelfasern gelegenen Pigmenten iibereinstimmen. Genau wie bei unseren
fritheren Versuchen gingen wir dabei so vor, dafl an ein- und demselben Schnitt nacheinander
die Fermentaktivitit und das Pigment dargestellt und photographiert wurden (GEDIGK und
BoxnTkE 1956): Zunichst fertigten wir von den Schnitten, an denen die Reaktion fiir saure
Phosphatase mit der Bleiphosphatmethode nach Gomori durchgefiithrt worden war, Photo-
graphien an. Dann stellten wir die Schnitte fiir 10 min in 20%ige Salzsiure, um das End-
produkt des Enzymnachweises, das Bleisulfid, zu entfernen. AnschlieBend wurden die Prapa-
rate gewdssert und zur fluorescenzmikroskopischen Untersuchung mit Eukitt eingedeckt.
In anderen Fallen fithrten wir nach dem Fermentnachweis in entsprechender Weise eine
Féarbung mit Sudanschwarz durch. Das Ergebnis wurde dann erneut photographiert (Abb. 8a
und b).

Vergleicht man nun das Bild, das sich bei der Phosphatasereaktion ergibt, mit der Photo-
graphie eines Fluorescenzschnittes oder einer Sudanschwarzfarbung des gleichen Praparates,
so erkennt man, daf die Enzymaktivitit hauptsichlich im Bereich der fluorescierenden Pig-
mente auftritt. Dagegen zeigen diejenigen Muskelfasern, in denen noch keine Pigment-
granula entstanden waren, keine oder nur eine geringfiigige Aktivitiat von saurer Phosphatase.

In ganz entsprechender Weise verhielten sich die Muskelzellen auch bei den Nachwers-
reaktionen fir unspezifische Esterase: Die Pigmentkornchen zeigten fast immer (jedoch nicht
regelméBig!) eine deutliche Esteraseaktivitit, wihrend das iibrige Cytoplasma nur eine
schwache, mehr diffuse Fermentreaktion besall. Dieses Ergebnis war zwar weitgehend unab-
héngig von der Vorbehandlung des Gewebes und dem angewandten histochemischen Verfahren
(Bromindoxyl- bzw. «-Naphthylacetat oder Naphthol-AS-Acetat-Methode) (Abb. 9a und b);
es fiel jedoeh auf, daf bei der Verwendung von Bromindoxylacetat als Substrat die Zahl

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 332 30
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der esterasenegativen Granula besonders groB war, wenngleich die tiberwiegende Zahl der
Kornchen auch bei diesem Verfahren eine deutliche Enzymreaktion aufwies.

5-Nucleotidase war in der gesamten Uterusmuskulatur vorhanden. Diese Fermentreaktion
trat an den Pigmentkérnchen und im Bereich des iibrigen Cytoplasmas gleich stark in Er-
scheinung.

Das Myometrium besaB eine starke Aktivitét von g-Glucuronidase. Das Verhalten der
Pigmentkornchen war wegen der diffusen Reaktion innerhalb der Muskelfasern meistens nicht
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Abb. 6a u. b. Uterusmuskulatur nach 239 Tagen Vitamin E-Mangelkost. Vergr. 1768 x. Saure

Phosphatase (GoMoRI). Hamatoxylin. a Inkubationszeit 40 min. Awusgeprigte Phosphataseaktivitit

der pigmenthaltigen Cytoplasmabezirke. b Inkubationszeit 3 Std. Zusammenfliefien des Bleiphosphat-
pricipitats und beginnende Diffusion in die Umgebung. Noch keine ,,Kernphosphatase‘

einwandfrei erkennbar. Gelegentlich traf man jedoch neben den tief dunkelblauen, die
Fermentaktivitit anzeigenden Prazipitaten Glucuronidase-negative, nur dank ihrer Eigen-
farbe sichtbare Pigmentkornchen.

Sehr ausgeprigt war die Dehydrogenaseaktivitit der Uterusmuskulatur, welche fast diffus
in Erscheinung trat. An den Kernpolen fand sich haufig eine besonders starke Aktivitiat dieses
Enzyms. Trotzdem lieBen sich keine sicheren Beziehungen zwischen den Pigmentablagerungen
und den Stellen der Fermentreaktion nachweisen. Manchmal war das Pigment eindeutig
dehydrogenasenegativ.

Alkalische Phosphatase, Lipase, Phosphoamidase und Aminopeptidase waren in den Uterus-
muskelfasern mit den uns zur Verfiigung stehenden Methoden nicht nachweisbar (Abb. 10).
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Die Uterusmuskulatur der Kontrolltiere zeigte bei der Nachweisreaktion fiir saure
Phosphatase nach Gomort und bei der Azomethode sowohl am Paraffinschnitt als auch am
nativen Material nur eine ganz schwache diffuse Enzymaktivitit. Unspezifische Esterase

trat in den Nativ- und in den
Paraffinschnitten gleichfalls in
Form einer schwachen diffusen
Reaktion in Erscheinung. Bei
den anderen histochemischen
Enzymnachweisen  (alkalische
Phosphatase, 5-Nucleotidase,
Phophoamidase,  Aminopepti-
dase, §-Glucuronidase, Dehydro-
genase) ergaben sich keine
nennenswerten Unterschiede zwi-
schen den Tieren, welche eine
Vitamin E-Mangelkost erhielten
und den Kontrolltieren.

II. In besonderen Ex-
perimenten untersuchten wir
histochemisch das Lipo-
fuscinpigment in einer Reihe
von menschlichen Organen,
wie Herz, Leber, (Ganglien,
Nebenniere, Hoden usw.
Bei diesen Untersuchungen
zeigte es sich, dal die Bigen-

schaften des Lipofuscins
deutlichen, offenbar alters-
bedingten = Schwankungen

unterworfen sind. Da die
an den Lipofuscinen ver-
schiedener Gewebe erho-
benen Befunde nicht wesent-
lich voneinander abwichen,
wurden  sle  zusammen-
gefaBt und in der Tabelle 1
dem Vitamin IE-Mangelpig-
ment und dem Ceroid gegen-
iibergestellt.

Um einen  Vergleich
zwischen dem enzymatischen
Verhalten des Vitamin E-
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Abb. 7Ta u. b. Uterusmuskulatur nach 473 Tagen Vitamin
E-Mangelkost. Vergr. 544 x. Native Gefrierschnitte am
Kryostaten. AnschlieBend 15 min Fixierung in Formalin bei
+4° C. Saure Phosphatasereaktion. a Gomori-Methode.
Inkubationszeit 30 min. Hamatoxylin. b Azomethode.
Inkubationszeit 100 min. Hématoxylin. Starke Aktivitédt
von saurer Phosphatase im Bereich der Pigmentkérnchen

Mangelpigmentes und den im menschlichen Organismus auftretenden Lipopigmenten
zu ermdglichen, haben wir mit neueren Methoden, und zwar vor allem durch die
Herstellung nativer Gefrierschnitte im Kryostaten, die bereits frither vorge-
nommenen Untersuchungen am Lipofuscin und Ceroid des Menschen (GEDIGK
und BoxTrE 1956) wiederholt und iiberpriift. Dabei konnten wir die seinerzeit
erhobenen Befunde in allen wesentlichen Punkten bestédtigen:

Das Lipofuscin zeigte in den untersuchten Organen (Herzmuskel, Leber, Nebenniere,
Hoden und sympathische Ganglien) — auch bei der Anwendung verschiedener Methoden —

30%*
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eine deutliche Reaktion der sauren Phosphatase und wnspezifischen Esterase. Zwischen den
Gefrierschnitten und dem acetonfixierten, in Paraffin eingebetteten Material fanden sich
keine nennenswerten Unterschiede. Nur das die Pigmentkdrnchen umgebende, sowie das
weiter entfernt liegende Cytoplasma besa in den nativen Gefrierschnitten eine diffuse En-
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Abb. 8a u. b. Uterusmuskulatur nach 239 Tagen Vitamin E-Mangelkost. Vergr. 400 x, a Saure

Phosphatase (GoMORI), Inkubationszeit 40 min, Hamatoxylin, b Der gleiche Schnitt wie a nach Ent-

fernung des Bleisultidniederschlages mit Salzséiure. Autofluorescenzaufnahme zur Darstellung der

Pigmentgranula. Der Vergleich der beiden Bilder zeigt eine weitgehende morphologische Uberein-
stimmung von Phosphataseaktivitit und Pigmentkdrnchen

zymaktivitdt, die wir in dem acetonfixierten und eingebetteten Gewebe entweder gar nicht
oder erst bei langeren Inkubationszeiten feststellen kounten,

Genau wie bei unseren fritheren Experimenten (GEpick und Boxtks 1956) fanden wir
in allen Organen stets auch Pigmentkornchen, in denen sich histochemisch keine unspezifische
Esterase nachweisen lieB. Besonders hiufig fiel die Esterasereaktion bei der Verwendung
von 5-Bromindoxylacetat als Substrat negativ aus, obwohl auch unter diesen Versuchs-
bedingungen die Mehrzahl der Lipofuscingranula eine deutliche Hsteraseaktivitit aufwies.
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Abb. 92 u. b. Uterusmuskulatur nach 239 Tagen Vitamin E-Mangelkost. Unspezifische Esterase.

a «-Naphthylacetatmethode. Inkubation 1 Std. Himatoxylin. Vergr. 1560 x. b Bromindoxylacetat-

Methode. Inkubationszeit 2 Std. Kernechtrot. Vergr. 1360 X. Ausgeprigte Hsteraseaktivitit im
Bereich der Pigmentgranula

-
&
-

Abb. 10, Uterusmuskulatur nach 475 Tagen Vitamin E-Mangelkost. Alkalische Phosphatase (GOMORI).
Inkubationszeit 5 Std. Vergr. 624 x. Starke Phosphatasereaktion der Capillarendothelien. Keine
Enzymaktivitit im Myometrium. Beginnende Diffusion wegen der langen Inkubationszeit

Andere Fermente konnten wir auch jetzt in den Lipofuscinkdrnchen menschlicher Organe
mit histochemischen Methoden nicht nachweisen (s. Tabelle 1). Zur Sicherung der
beschriebenen Befunde haben wir die oben angegebenen Kontrollversuche durchgefiihrt
(s. S. 432).
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Diskussion

1. Welche Hinweise ergeben sich aus unseren Befunden auf die chemische Zu-
sammensetzung des voll ausgeprigten Vitamin E-Mangelpigmentes und des Lipo-
fuscins? (vgl. Tabelle 1). Da die Ergebnisse der durchgefiihrten histochemischen
Reaktionen beim Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofuscin verschiedener
Organe in allen wesentlichen Punkten iibereinstimmen, konnen die an diesen
Pigmenten erhobenen Befunde gemeinsam diskutiert werden:

Besonders eindrucksvoll fallen in den Pigmentkérnchen die Reaktionen fiir
Aminosduren und Protetne aus. So wird durch die Tetrazoniumreaktion, welche
das Vorkommen von aromatischen Aminosduren anzeigt, stets eine sehr starke
Anfirbung der Granula erzielt. Auch andere histochemische Eiweilireaktionen,
wie der Ninhydrin-Schifftest, die Argininreaktion (Saracucur), die Millonsche
Reaktion fiir Tyrosin, sowie der Sulfhydrylnachweis nach BARNETT-SELIGMAN
geben positive Resultate. Diese Befunde stehen im Einklang mit fritheren Unter-
sachungen von GydreY und GorpBraTT (1942), ENDIcOTT und LirLie (1944),
Moore und Wang (1947), sowie GeEpick und Fiscarer (1958), welche am Vit-
amin E-Mangelpigment des Uterus und im Ceroid Proteine nachgewiesen haben.
Auch das Lipofuscin enthélt, wie wir seit langem wissen, EiweiBstoffe (LuBarscH
1902, 1922, BrauN und ScHMIDTMANN 1920, 1922, KUTSCHERA-AICHBERGEN
1922, sowie HRIDENREICH und SiEBERT 1955). Eine weitere Charakterisierung
der Eiweifilbausteine dieser Pigmente ist mit histochemischen Methoden vorerst
nicht moglich. Bei einem Teil der Proteine diirfte es sich aber wohl um Ferment-
eiweill handeln (s. S. 447—450).

Wie zu erwarten, lielen sich als weiterer Baustein schwer losliche bzw. un-
losliche Lipide nachweisen. Diese Fettkomponente war durch ihren Gehalt an
Athylengruppen gekennzeichnet, so daB angenommen werden muB, daf in ihr
reichlich mehrfach ungeséttigte Fettsduren vorkommen. Genau wie beim Ceroid
fanden wir weiterhin Carbonylgruppen (Schiffsche Reaktion), o-Glykolgruppen
{PAS-Reaktion) und Carboxylgruppen (Basophilie), die bekanntlich bei der vor-
sichtigen Oxydation ungesédttigter Lipide entstehen kénnen. Awuch die Saure-
festigkeit (Férbung nach ZIEHL-NEELSEN) und das Reduktionsvermogen (Test
nach CEEVREMONT-FREDERIC) diirften an die Lipidkomponente gebunden sein.
Bemerkenswert war der positive Ausfall der Bakerschen Reaktion fiir Phospho-
lipide. Da jedoch die fiir die Kontrolluntersuchung erforderliche Pyridinextrak-
tion wegen der Unléslichkeit des Fettbausteines nicht durchfiihrbar war, méchten
wir diese Anfarbung der Pigmentgranula mit groBer Vorsicht bewerten. Tmmerhin
macht es dieser Befund doch sehr wahrscheinlich, daf den nachgewiesenen un-
gesittigten Fettstoffen — wenigstens zum Teil — Phospholipide zugrunde liegen.
Auch die deutliche Anfirbung mit Luxolfastblue sowie die im Verhéltnis zu der
starken Anfiarbbarkeit mit Sudanschwarz nur geringe Affinitédt fiir Sudanrot und
Olrot sprechen fiir das Vorkommen von Phospholipiden (Prarse 1953). Mit
histochemischen Methoden wird sich diese Frage allerdings vorerst nicht sicher
entscheiden lassen, da die derzeitigen Verfahren zur genaueren Abgrenzung be-
stimmter Lipide im histologischen Schnitt noch nicht zuverléssig genug sind.
Wir" miissen 'uns daher auf die Feststellung beschrinken, daB im Vitamin E-
Mangelp1gment und Lipofuscin auBer Proteinen sicher schwer losliche, hoch-
ungeséttigbe und teilweise oxydierte Lipide enthalten sind, und daBl es sich
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hierbei moglicherweise um Phosphatide handelt. Cholesterin bzw. Cholesterin-
ester waren mit unseren Methoden nicht nachweisbar.

In einer fritheren Mitteilung hatten wir die Bedeutung der Perjodsdure-
Leukofuchsinreaktion des Ceroids diskutiert (Gepiek und FiscHErR 1958), deren
positiver Ausfall auch beim Vitamin E-Mangelpigment und Lipofuscin seit langem
bekannt ist. Durch histochemische Untersuchungen lieB sich zeigen, dafi die Re-
aktionsfahigkeit des Pigmentes mit Perjodsdure an benachbarte Hydroxylgruppen
gebunden ist. Fiir die weitere Bewertung der Perjodsdure-Leukofuchsinreaktion
ergeben sich beim Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofuscin jedoch die
gleichen Schwierigkeiten wie beim Ceroid: Grundséitzlich konnten die mit der
PAS-Reaktion nachgewiesenen o-Glykolgruppen einem Kohlenhydrat-(oder Poly-
saccharid-)baustein angehoren, wie es von verschiedenen Autoren vermutet
worden ist (ZoLLINGER 1953, LEBLOND u. Mitarb. 1957). Dieser Auffassung steht
aber entgegen, dal3 auch bei der vorsichtigen Oxydation ungeséttigter Fettsiuren
an den Doppelbindungen benachbarte Hydroxylgruppen entstehen kénnen, diesich
bei der Perjodsiure-Leukofuchsinreaktion genauso verhalten wie die o-Glykol-
gruppen in Polysacchariden. Somit darf eine positive PAS-Reaktion nur dann als
Kohlenhydratnachweis gewertet werden, wenn die betreffende Struktur keine
ungesattigten Fettsduren enthalt, bzw. wenn sich diese Lipide vor der Perjod-
sdureoxydation aus dem Schnitt extrahieren Jassen (Wormax 1950, 1956,
GEDI1GK 1952, PEARSE 1953). Das ist jedoch weder beim Ceroid noch beim aus-
geprigten Vitamin E-Mangelpigment oder beim Lipofuscin mdglich. Da wir fir
das Vorkommen von Kohlenhydraten in den genannten Lipopigmenten — auler
der positiven PAS- Reaktion — keine weiteren Anhaltspunkte besitzen, und zu-
dem die Rolle der ungesittigten Fettsduren und der an ihnen ablaufenden Oxy-
dationsvorginge fiir die Entstehung lipogener Pigmente unumstritten ist und durch
mehrere voneinander unabhingige Methoden nachgewiesen werden kann, gelangen
wir auch bei diesen Experimenten zu dem Schluf, daB die positive PAS-Reaktion
an den Fettbaustein des Lipopigmentes gebunden ist. Diese Auffassung wird
durch die Beobachtung gestiitzt, dal die jingsten Pigmentkérnchen, welche
nur sehr wenig Fettstoffe enthalten, auch nur ganz schwach PAS-positiv sind.

Fir das Vorhandensein von Nucleinsiduren ergaben sich histochemisch keine
Anhaltspunkte.

Genau wie im Lipofuscin menschlicher Organe (GEpiGK und BonTKE 1956)
lieBen sich in dem Vitamin E-Mangelpigment des Rattenuterus hydrolytische
Enzyme, und zwar saure Phosphatase und unspezifische Esterase nachweisen. Die
Aktivitit dieser Fermente war im Bereich der Pigmentkérnchen und -schollen
sehr ausgeprégt und hinsichtlich ihrer Intensitdt mit der histochemisch erfafibaren
Phosphatase- bzw. Esteraseaktivitit parenchymatéser Organe durchaus ver-
gleichbar. Das iibrige die Pigmentgranula umgebende und auch das weiter ent-
fernt liegende Cytoplasma der Muskelfasern besall demgegeniiber histochemisch
nur eine geringfiigige Aktivitdt von saurer Phosphatase und nur eine schwache
bis hochstens mittelgradige Esteraseaktivitit (Abb. 6—9).

Alkalische Phosphatase (Abb. 10), Phosphoamidase, Aminopeptidase und Li-
pasen konnten wir mit histochemischen Methoden in dem Vitamin E-Mangelpig-
ment nicht nachweisen. Nicht eindeutig zu kldren war das Verhalten der Pigment-
kornchen bei den Nachweisreaktionen fiir §-Glucuronidase und Dehydrogenasen,
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Tabelle 1. Ubersicht wiber die histochemischen Higenschaften und das firberische Verhalten des
Ceroids, des Lipofuscins und des Vitamin E-Mangelpigmentes

(Mg:rexggidx:nd Lipofuscin** EYll\Eglglgl.-
Ratte) (Menseh) pl(glw%etng**
Eigenfarbe. . . . . . . . . . . . ... gelblich gelbbraun | hellgelb bis
gelbbraun
Eigeofluorescenz (Blaulicht) . . . . . . . .. + 4+ +/4+4+4 4+
Farbung mit Sudan III/IV (am Paraffinschnitt) ++-+ (+) (-+)
Fiarbung mit Sudan II1/IV nach Extraktion mit
einer siedenden Chloroform-Methanolmischung 44+ (+)
(unveréindert)|(unverdndert)|{(unverdndert)
Farbung mit Sudanschwarz (am Paratfinschnitt) e +4 +/++
Perameisensaure-Schiffreaktion . . . . . . . ++ +/F -
Perameisensiure-Schiffreaktion
nach Bromierung . . . . . . . . . . . .. 0 0 0
Schiffreaktion . . . . . . . . . . ... L, () 0 (-+)
Sdurefestigkeit nach Z1gnr-NEELSEN . . . . . 44 4 +/++
Bakersche Reaktion fir Phospholipide. . . . . 0 +/++ +
Farbung mit Luxolfastblue. . . . . . . . . . (+) + +
Nachweis von Cholesterin . . . . . . . . . . 0 0 0
PAS-Reaktion . . . . . . . . . . .. .. A -+ 4+
PAS-Reaktion nach Acetylierung . . . . . . . 0 0 0
PAS-Reaktion nach Acetylierung
und Verseifung . . . . . . . . ... L. ++4+ -+ 44
PAS-Reaktion nach Diastase. . . . . . . . . 44 4+ 4+
PAS-Reaktion nach Hyaluronidase . . . . . . + 4 ++ 4+
Farbung mit Toluidinblan . . . . . . . . . . + +4+/+++ + /4
Farbung mit Toluidinblau nach Methylierung . 0 0 0
Farbung mit Methylgrim . . . . . . . . . . 4+ +4 ++
Metachromasie (Toluidinblan) . . . . . . . . 0 0 0
Farbung mit Astrablan . . . . . . . . . .. 0 0 (+)/4-
Methylenblaubindung bispg - . . . . . . . . 3,539 3,9 4,6—3,6
Eisenbindung (Hale) . . . . . . . . . . .. (+) -+ 4+
Berliner Blau-Reaktion . . . . . . . .. .. 0 0 0
Reduktionstest nach CaivREMONT-FREDERIC -+ +4 A
Reduktionstest nach KCN . . . . . . . . .. ++ + - R
Reduktionstest nach HgCl, . . . . . . . . . (+) (+) (+)
Silberimpragnation nach MassoN-HaAMPERL 0/ R e ++
Tetrazoniumreaktion . . . . . . . . . . .. + NEEENE A
Tetrazoniumreaktion nach Benzoylierung 0 0 0
Millonsche Reaktion . . . . . . . ., . . .. (+) (+)? (+)
Argininreaktion . . . . . . . .. ... L, (+) (4+)7? -+
Ninhydrin-Schiffreaktion . . . . . . . . . . (-+) (+) +
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
. Vitamin-
(Mgg?;g;ld;nd Lipofuscin** y;-i{i?érel]-
Ratte) (Mensch) plzgﬁri%g**
Sulfhydrylnachweis nach BArNETT
und SELIGMAN . . . . . . . . {+) (+) (-+)
Farbung mit Fastgreen . . . . . . . . . .. -+ (+4) (+)
Hamatoxylin-Eosin-Farbung . . gelbbraunbis| braun bis braun bis
braunrot braunrot braunrot
van Gieson-Farbung . . . . . . . . .. gelbbraun | graubraun graubraun
Bindegewebsfarbung nach Massox . dunkelviolett | dunkelviolett| dunkelviolett
Fermentnachweise
Saure Phosphatase
Bleiphosphatmethode (GomoRrI) 4+ + -+ 4
Azofarbstoffmethode
Phosphoamidase (MEYER u. WEINMANN) ++-+2 0 0
Alkalische Phosphatase
Calcium-Kobaltmethode (Gomorr) 0 0 0
Azofarbstoffmethode
Unspezifische Esterase
«-Naphthylacetat
Naphthol-AS-Acetat +) ++ e
5-Bromindoxylacetat
Lipase (GoMORI, PEARSE) . (+)? 0 0
Aminopeptidase (BursToNE u. FoLx) ++? 0 0
p-Glucuronidase (BURTON u. PEARSE) 0/+7 0/+7 0/+?
Dehydrogenase
Neotetrazolium 0/+ 7 0/+2 0/+1
Nitro-Bluetetrazolium

* Die Angaben gelten fiir ein etwa 46—80 Tage altes Ceroid, das bei der himorrhagischen
Fettgewebsnekrose im Mesenterium von Ratten entstanden ist.

** Das Lipofuscin wurde in menschlichen Organen, und zwar im Herzmuskel, in der
Leber, im Hoden, in der Nebenniere und im sympathischen Ganglion untersucht. Da die
Ergebnisse in den verschiedenen Organen nicht wesentlich voneinander abwichen, wurden sie
zu einem Durchschnittswert zusammengezogen.

*#% Diese Angaben beziehen sich auf ein Entwicklungsstadium des Vitamin E-Mangel-
pigmentes, das etwa dem 281. bis 371. Tag entspricht.

Reaktion - + -+ sehr stark, + - stark, -+ deutlich positiv, (--) inkonstant oder schwach,
0 negativ. Bei den mit einem Fragezeichen versehenen Ergebnissen der Fermentnachweise
war es wegen der schlechten cytologischen Lokalisation der Reaktionsprodukte nicht méglich,
die Beziehungen zwischen den Stellen der Fermentaktivitdt und den Pigmentkérnchen ein-
deutig zu bestimmen, obwohl die pigmenthaltigen Zellen das betreffende Enzym erhielten
(s. S. 447—448).

obwohl die glatten Muskelfasern eine ausgepriagte Aktivitdt dieser Enzyme auf-
wiesen. Die Lokalisation der Fermentaktivitit ist bei diesen Verfahren aber
nicht exakt genug, um zu der Frage Stellung nehmen zu kénnen, ob das
Pigment selbst diese Fermente enthélt oder nur das umgebende Cytoplasma. Die
Reaktion fiir 5-Nucleotidase ergab eine diffuse Anfarbung der Muskelfasern ein-
schlieBlich der in ihnen gelegenen Pigmente. Auch diese Methode ist unseres
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Erachtens noch nicht fiir eine cytologische Lokalisation der Enzymaktivitét
geeignet, so dal die morphologischen Beziehungen zwischen der 5-Nucleotidase
und den Pigmentkornchen vorerst offen bleiben missen.

Bei den erwdbnten negativen Befunden ist in Rechnung zu stellen, dal eine
fehlende Fermentreaktion nicht zu bedeuten braucht, dafl diese Cytoplasmastruk-
turen das betreffende Enzym iiberhaupt nicht enthalten. So ist es durchaus
moglich, dafl die Aktivitdt dieser Fermente nur unter der Empfindlichkeits-
grenze der histochemischen Nachweismethode liegt.

Das Ergebnis der Reaktionen fiir saure Phosphatase und unspezifische Fste-
rase versuchten wir durch Kontrollen zu sichern: Zunichst fanden wir, daBl diese
Fermentreaktionen nach dem Kochen der Schnitte oder bei dem Weglassen des
Substrates in der Inkubationslosung stels negativ ausfielen. Auch durch die Vor-
bebandlung der Priaparate mit spezifischen Inhibitoren oder durch den Zusatz
von Hemmstoffen zur Inkubationslosung lief sich die Fermentaktivitit beein-
flussen. Aus diesen Beobachtungen ergab sich der SchluB, daf der dargestellten
Aktivitdt von saurer Phosphatase und unspezifischer Esterase auch tatsdchlich
echte Fermentreaktionen zugrunde lagen.

Eine Diffusion und Adsorption der beiden hydrolytischen Enzyme wihrend
der Vorbehandlung des Gewebes oder der Durchfiihrung der histochemischen
Reaktionen liel sich durch die Tatsache ausschlieBen, daB das Ergebnis des
Phosphatase- bzw. HEsterasenachweises von der Art der Fixierung weitgehend
unabhéngig war. Beide Fermentreaktionen des Pigmentes waren in den un-
fixierten (nativen) Gewebsschnitten ebenso positiv wie nach der Fixierung im
eiskalten Formalin oder bei der Verwendung von acetonfixierten Paraffin-
schnitten.

Ferner zeigte es sich beim partiellen Bedecken eines inaktivierten mit einem
voll aktiven Gewebsschnitt, dal bei den tiiblichen Inkubationszeiten nicht eine
Diffusion des Enzymes oder der Reaktionsprodukte der Nachweisverfahren, d. h.
ein positiver Reaktionsausfall in dem inaktiven Schnitt erfolgte. Wenn durch
ungewohnlich lange Bebrittungszeiten (1224 8td) schlieBlich doch eine An-
farbung des gekochten (inaktiven) Schnittes in der Umgebung des ihn bedeckenden
aktiven Préparates eintrat, so férbten sich z. B. bei der Phosphatasereaktion zu-
néchst die Zellkerne. KErst spiter kam es zu einer Anfirbung des pigmentfreien
Cytoplasmas und der Pigmentkérnchen. Das gleiche Ergebnis hatten Versuche,
bei denen wir einen aktiven und einen inaktiven Gewebsschnitt im Deckglaschen-
abstand zusammen in die Reaktionsloésung brachten.

DaB die Pigmentgranula keine selektive Affinitdt fiir die verwendeten Sub-
strate oder fiir die intermedidr bzw. terminal auftretenden Reaktionsprodukte der
Fermentnachweise besafien, konnte durch die wvergleichende Anwendung wver-
schiedener Met hoden erhiirtet werden. So lie§ sich z. B. die Aktivitdt der sauren
Phosphatase sowohl mit Natrium-S-Glycerophosphat als Substrat (Gomor)
als auch mit Natrium-«-Naphthylpbosphat (Azomethode) nachweisen. In ent-
sprechender Weise konnte der Esterasegehalt mit den Substraten Naphthol-
AS-Acetat, «-Naphthylacetat und Bromindoxylacetat demonstriert werden.
Obwohl diese Methoden auf verschiedenen Grundlagen beruhen und die bei
ihnen’ benutzten Reagenzien ebenso wie die” auftretenden Zwischen- und End-
produkte der Nachweisreaktionen chemisch sehr verschieden sind, erzielten wir
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stets im wesentlichen die gleichen Resultate. Eine spezifische Affinitit des
Pigmentes fiir die genannten Substanzen kann daher mit weitgehender Sicherheit
ausgeschlossen werden.

SchlieBlich sei daran erinnert, dafl HeEipENREICH und SiEBERT (1955) bei der
Fraktionierung von Homogenaten menschlicher Herzen im Lipofuscin Proteasen
und Esterasen gefunden haben. Auch diese mit vollig anderen Methoden ge-
wonnenen Resultate sprechen fiir einen Enzymgehalt lipogener Pigmente.

2. Wie verdndert sich das Vitamin E-Mangelpigment im Laufe der Alterung?
(vgl. Tabelle 2.) Zunichst kommt es aufier der Vermehrung auch zu einer Ver-
groBerung der einzelnen Pigmentkornchen, die schlieBllich einen Durchmesser
von etwa 1—2 u erlangen konnen. Weiterhin erfolgt mit zunehmender Versuchs-
dauer auch eine allmihliche Anderung ihrer farberischen und histochemischen
Eigenschaften :

Bei den Nachweisreaktionen fir Aminosiuren 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 unverdndert positiv. Sollten Schwan-
kungen in der Quantitit und Qualitit des Eiweillbausteines des Vitamin E-
Mangelpigmentes auftreten, so sind sie so gering, daB sie mit histochemischen
Methoden nicht erfaft werden.

Demgegeniiber dndern sich die Menge und Zusammensetzung des Lipidbau-
steines sebr erheblich: In den ersten Entwicklungsstadien des Pigmentes ist seine
Sudanophilie auBerordentlich gering. Es besitzt nur fiir Sudanschwarz eine ganz
geringe Affinitét und kann mit Sudanrot oder Olrot weder am Gefrierschnitt
noch am Paraffinschnitt angefdrbt werden (Abb.la und b). Nach 191 Tagen
sind die Granula einwandfrei sudanophil; aber erst nach 281 Tagen gelingt mit
Sudanschwarz eine starke Anféarbung (Abb. 3). Synchron mit der Zunahme der
Sudanophilie erfolgt eine Vermehrung der reaktionsfahigen, mit der Perameisen-
siure Schiffreaktion darstellbaren Athylengruppen.

Bei der Prifung der Sdurefestigkeit nach Z1enr-NEBLSEN werden die Pigment-
kornchen anfangs nicht angefirbt. Im Laufe der nichsten Monate erfolgt dann
eine Verstérkung dieser Farbreaktion, die nach etwa 371 Tagen ihr Intensitéts-
maximum erreicht. Des weiteren 148t sich eine Vermehrung der Oxydations-
produkte ungesittigter Fettsiuren feststellen: Glykolgruppen konnen mit der
Perjodsiure-Leukofuchsinreaktion nach 3—4 Monaten nur in geringem Umfang
nachgewiesen werden. Die PAS-Reaktion nimmt dann an Intensitdt zu und ist
nach 482 Tagen sehr stark positiv.

Die Pigmentgranula sind anfangs nicht basophil und verlieren bereits bei
pg 6,1 die Fahigkeit Methylenblau zu binden. Awuch mit Toluidinblan werden sie
zu diesem Zeitpunkt nur sehr schwach angefirbt. In den folgenden Monaten
kommt es zu einer Verstarkung der Methylenblaubindefahigkeit, die nach 482 Ver-
suchstagen bis py 3,2 verfolgt werden kann. Desgleichen zeigen die alten Pigment-
granula eine starke Affinitdt fir Toluidinblau.

Die jingsten Pigmentkérnchen weisen weder bei dem Ferrichlorid-Ferri-
cyanidtest nach CHEVREMONT-FREDERIC noch bei der Silberimpriagnation nach
MassoN-HaupERL ein Reduktionsvermogen auf. Im Laufe der Alterung erlangen
die Granula die Fahigkeit, Ferricyanidionen und Silbernitrat zu reduzieren. Die
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Zunahme der Reduktionsfdhigkeit ist am Beispiel der Silberimprignation in
Abb. 5 wiedergegeben.

Bemerkenswert ist die Verstirkung der Eigenfarbe, die mit unbewaffnetem
Auge und bei der mikroskopischen Untersuchung leicht erkennbar ist. So nehmen
die zundchst ungefarbten Granula allméhlich eine hellgelbe und schlieilich 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 Enzymaktivitit des Vitamin E-Mangelpigmentes im Laufe
seiner Alterung, so ergibt sich folgendes Bild:

Schon in den ersten Entwicklungsstadien der Pigmentgranula ist ihre saure
Phosphataseaktivitit erkennbar, die auch in den alten Pigmentablagerungen un-
verdndert stark in Erscheinung tritt.

Die Esterasereakiion ist ebenfalls bereits am Beginn der Pigmententstehung
nachweisbar und bleibt in den meisten Granula wihrend der Alterung erhalten.
Allerdings findet man neben positiv reagierenden stets auch vereinzelte esterase-
negative Kornchen. Obwohl die Zah! der esterasefreien Pigmentgranula im Laufe
der Zeit etwas zunimmt, gibt doch auch bei alten Versuchstieren die Mehrzahl
der Pigmentkornchen eine deutliche Esterasereaktion. Zu der an sich naheliegen-
den Vermutung, dafl die Alterung mit einem allmahlichen Verlust der Esterase-
aktivitit 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 erméglichen. Die
Geschwindigkeit dieses Umwandlungsprozesses diirfte dagegen weitgehend von
den jeweiligen Versuchsbedingungen, wie der Art des verwendeten Tierstammes,
dem Lebensalter, in dem die Tiere auf die Vitamin E-Mangelkost gesetzt worden
sind, und vor allem von der Zusammensetzung des Futters abhingen. So zeigte
der Vergleich unserer Befunde mit den Arbeiten anderer Autoren, daB die Bil-
dung der Pigmente -— ebenso wie andere morphologische Verdnderungen — bei
unseren Versuchstieren verhédltnismaflig spét auftrat und relativ langsam fort-
schritt, ohne daB sich irgendwelche grundsétzlichen Abweichungenergeben hétten.

Die Alterung des Vitamin E-Mangelpigmentes geht also — dhnlich wie beim
Ceroid — mit erheblichen Anderungen seiner histologischen und histochemischen
Higenschaften einher. Einen Eindruck in das Ausmall dieser Entwicklungsvor-
ginge vermittelt ein Vergleich zwischen den nach 4 Monaten gebildeten und den
16 Monate alten Pigmenten (vgl. Tabelle 2). Wie man auf den ersten Blick sieht,
sind die Unterschiede zwischen den alten und jungen Pigmentkérnchen so grof,
daB man sie — ohne Kenntnis der geschilderten Entwicklungsvorgédnge — durch-
aus fir vollig verschiedene Cytoplasmastrukturen halten konnte.

Damit ergibt sich eine Erklirung fiir die wechselnden Eigenschaften, welche
diese Pigmentkornchen oft innerhalb eines Organes, ja manchmal sogar in ein
und derselben Zelle aufweisen. Bei der Priifung dieser Unterschiede zeigt es sich,
daf sie in das von uns experimentell ermittelte Entwicklungsschema herein-
passen. Die Verschiedenheit der Pigmentkérnchen ist daher nicht als Zeichen
einer groBen Schwankungsbreite in ihrer Zusammensetzung oder als Hinweis auf
das Vorkommen verschiedener Pigmentarten zu werten, sondern gibt die Umbau-
vorginge wieder, denen sie im Laufe der Alterung unterworfen sind.
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Aus diesen Beobachtungen ergeben sich Folgerungen fir die weitere Unter-
suchung lipogener Pigmente: Bei der Isolierung dieser Cytoplasmastruktur aus
Gewebshomogenaten wird man danach trachten miissen, moglichst einheitliche
Kornchen, d. h. Granula der gleichen Altersstute zu gewinnen. Da im Gewebe in
der Regel verschieden alte Granula dicht nebeneinander liegen und zwischen den
einzelnen Entwicklungsstadien naturgemif flieBende Uberginge bestehen, lauft
man sonst Gefahr, nur Durchschnittswerte zu erzielen und die fiir das Verstandnis
der funktionellen Bedeutung dieses Pigmentes wichtigen Umbauvorginge nicht
zu erfassen. Das gleiche gilt fiir Versuche zur histochemischen Charakterisierung
von Lipopigmenten, die ebenfalls nur unter Beriicksichtigung der Alterungs-
vorgénge zu verwertbaren Resultaten fithren diirften.

3. Welche Hinweise ergeben sich auf die formale Genese des Vitamin E-Mangel-
pigmentes? Die nach 3—4 Monaten an den Kernpolen der glatten Muskelfasern
auftretenden Vorstufen des Pigmentes unterschieden sich histologisch und
histochemisch nicht wesentlich von dem iibrigen Cytoplasma. Insbesondere
fielen die Nachweisreaktionen fir Aminosduren (Proteine) und Kohlenhydrate
im Bereich dieser feinen Granula genauso aus wie in anderen Cytoplasma-
strukturen. Nur bei der Férbung mit Sudanschwarz gelang am Gefrier- und
Paraffinschnitt eine ganz schwache, leicht graue bis grauschwarze Anfirbung
der Koérnchen. Die Affinitdt fur diesen Fettfarbstoff war jedoch so gering, daf§
von einer Sudanophilie im iiblichen Sinne nicht gesprochen werden konnte.

Mit fortschreitender Versuchsdauer kam es dann zu einer VergroBerung der
Granula und synchron damit zu einer Verstirkung ihrer Sudanophilie und
Autofluorescenz. Aus diesen Beobachtungen ergibt sich der Schluf}, daB die
Pigmentkirnchen durch eine allmihliche Anhiufung von ungesittigten Lipiden
im Bereich von eiweifhaltigen Cytoplasmabezirken enistehen. Es erfolgt also nicht,
wie bei einer ,,degenerativen’’ Verfettung von Muskelfasern oder Parenchymzellen,
eine einfache Aussonderung von Fett aus dem Cytoplasmaverband und die Bildung
von intracytoplasmatischen Fetttropfen, sondern eine Anlagerung von schwer
loslichen Fettstoffen an eiweiBhaltige, offenbar praformierte Cytoplasmabestand-
teile. Dadurch erklart sich auch das unterschiedliche Verhalten der Fetttropfchen
in ,,verfetteten’ Muskelfasern oder Epithelzellen auf der einen Seite und der fett-
haltigen Pigmentkornchen auf der anderen Seite. Bei der Behandlung des Ge-
webes mit organischen Losungsmitteln, wie z. B. bei der Paraffineinbettung,
werden die echten Fetttropfen vollig extrahiert und hinterlassen im Cytoplasma
eine ihrer urspringlichen Gréfe entsprechende rundliche bis ovale Liicke. Ver-
sucht man dagegen die Lipide aus dem Vitamin E-Mangelpigment zu extrahieren
(was ohnehin nur in den ersten Entwicklungsstufen — und auch dann meistens
nur unvollstdndig — gelingt), so bleibt ein eiweiBhaltiges Kérnchen in der Zelle
zuriick, also gewissermaflen eine Art fettfreier Restkorper des Pigmentes.

Auperdem werden die abgelagerten ungesittigten Lipide, wie wir seit langem
wissen, im Laufe der Zeit oxydiert (Expicort 1944, Dam und Grawapos 1945,
Masox und EmmEen 1945, Mason, Dam und Granapos 1946, BeNsLEY 1947,
CassrLMaN 1951, GEDiGK und FiscuEr 1958). Die dabei entstehenden Oxy-
dationsprodukte sind mit fortschreitender Versuchsdauer in den Kérnchen immer
deutlicher nachweisbar: So kommt es zu einer Vermehrung der mit der PAS-
Technik darstellbaren o-Glykolgruppen, zu einer allmahlichen Verstdrkung der
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Schiffreaktion fiir Carbonylgruppen und zu einer der Anreicherung von Carboxyl-
gruppen entsprechenden Zunahme der Basophilie. Auch die Reduktionsfihig-
keit, welche in den &lteren Pigmenten sehr ausgeprigt ist, dirfte an die unge-
sdttigten Lipide und ihre Oxydationsprodukte gebunden sein.

Von unseren Untersuchungen am Ceroid wissen wir, daf§ der oxydative Umbau
ungesittigter Lipide mit einem Verlust ihrer Sudanophilie einhergeht. So hatten
die altesten Ceroidkdrnchen schlieBlich ihre Affinitdt fiir Fettfarbstoffe verloren
(GeEp1GK und Fiscuer 1958). Im Gegensatz dazu beobachteten wir beim Vitamin
E-Mangelpigment trotz der Vermehrung der Oxydationsprodukte ungeséttigter
Fettsiuren eine Zunahme seiner Anfarbbarkeit mit Sudanfarbstoffen. Dieser
scheinbare Widerspruch laflt sich aber aufklidren, wenn man beriicksichtigt, daf
der Vitamin E-Mangelzustand nicht mit einer plotzlichen und einmaligen Speiche-
rung, sondern einer allmihlichen Anhiufung von Lipiden einhergeht. Infolge-
dessen werden synchron mit der fortschreitenden Oxydation der einmal ge-
speicherten Lipide sténdig neue, noch nicht so weit oxydierte Fettstoffe abge-
lagert, welche noch eine ausgepréagte Affinitat fir Fettfarbstoffe besitzen. Offen-
bar wird die Abnahme der Sudanophilie der schon lingere Zeit gespeicherten,
oxydierten Fettstoffe durch die neu hinzukommenden, noch sudanophilen Lipide
iberdeckt und dem histologischen Nachweis entzogen.

Diese Befunde fithren zur Erklarung einiger wichtiger Eigenschaften des
Vitamin E-Mangelpigmentes:

Von besonderem Interesse ist von jeher die Eigenfarbe der fetthaltigen Pig-
mente gewesen, itber deren Natur verschiedene Meinungen geduflert worden sind:
Eine Gruppe von Autoren legte der Farbkomponente dieser Pigmente einen
eiweillgebundenen oder einen proteinogenen Farbstoff zugrunde, ohne jedoch
iiber seine chemischen Bigenschaften ndhere Angaben machen zu kénnen (BranN
und ScHMIDTMANN 1920, MooRE und Wane 1947). Dem steht die Vermutung
gegeniiber, dall die Farbung dieser Cytoplasmastrukturen durch Oxydations-
produkte ungesittigter Fettsduren bedingt wird (Dam und GRANADOS 1945,
BexsLey 1947). Mit eigenen Experimenten haben wir in den vergangenen Jahren
versucht, der Klarung dieser Frage ndher zu kommen (GEDIGK 1958):

Da alle Lipopigmente ungesittigte Fettsduren und deren Oxydationsprodukte
enthalten, war es naheliegend, deren Rolle bei der Entstehung der Eigenfarbe zu
verfolgen. Wir haben deshalb die alteren Versuche von Expicorr (1944) und
CassSELMAN (1951) mit reinen hochungeséttigten Lipiden aufgegriffen und durch
die Anwendung moderner Methoden vervollstindigt. Vor allem dehnten wir unsere
Beobachtungen — im Gegensatz zu den erwihnten dlteren Arbeiten — auf einen
sehr langen Zeitraum, ndmlich 1'/,—2 Jahre, aus, weil einige Eigenschaften der
Oxydations- und Polymerisationsprodukte von Polyenfettsduren erst nach
mehreren Monaten deutlich in Erscheinung treten. Dabei fanden wir, dal diese
an sich ungefarbten (wasserklaren) Lipide bei der vorsichtigen Oxydation in vivo
und in vitro in gelbliche und schlieBlich braun gefirbte Substanzen ubergehen, die
in allen wesentlichen Eigenschaften, wie der Qualitit der Eigenfarbe, der Auto-
fluorescenz und der Loslichkeit mit den bekannten Lipopigmenten, ndmlich dem
Lipofuscin, dem Vitamin E-Mangelpigment und dem Ceroid dbereinstimmten.
Besonders sei hervorgehoben, daf die gelbbraune Farbe der oxydierten Fettstoffe,
ebenso wie die Eigenfarbe der Lipopigmente, nicht durch die Einwirkung von
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Laugen oder Siuren beeinflut wurde und gegen Oxydationsmittel resistent
war. Auch in dem histochemischen Verhalten, wie der Sudanophilie, der PAS-
Reaktion, der Perameisensdure-Schiffreaktion, der Saurefestigkeit, der Baso-
philie und dem Reduktionsvermogen stimmten die oxydierten und polymeri-
sierten Fettsduren mit den lipogenen Pigmenten tiberein. Fiir die Umwandlung
der wasserklaren, leicht 6slichen Fettsdureester in unldsliche gelbbraune Sub-
stanzen war die Anwesenheit von Proteinen nicht erforderlich.

Des weiteren liel sich bei Versuchen iiber die Entstehung des Ceroids bei
der himorrhagischen Fettgewebsnekrose nachweisen, dafl die Alterung dieses
Pigmentes auf dem oxydativen Umbau ungesittigter Lipide beruht, und dafl
synchron mit diesen Oxydationsvorgingen die gelbe und schlieBlich gelbbraune
Eigenfarbe der Pigmentgranula auftrat (GEDIGK und FiscrER 1958). Die gleiche
zeitliche Beziehung zwischen dem oxydativen Umbau des Fettbausteines und dem
Auftreten der Eigenfarbe beobachteten wir jetzt bei der Alterung des Vitamin E-
Mangelpigmentes: Je weiter die Oxydation der ungesdttigten Fettstoffe fort-
geschritten war, um so ausgeprigter trat die gelblichbraune Eigenfarbe in Hr-
scheinung. Aus allen diesen Beobachtungen ergibt sich der Schlufl, daf der
Eigenfarbe des Vitamin E-Mangelpigmentes, ebenso wie der des Ceroids, Oxydations-
und Polymerisationsprodukte ungesdttigter Feitsiuren zugrunde liegen.

In ganz entsprechender Weise muBl auch die gelbliche Eigenfluorescenz der
Pigmentgranula auf ihre Lipidkomponente bezogen werden, da reine oxydierte
ungeséttigte Lipide nicht nur eine gelbbraune Eigenfarbe, sondern auch eine gelb-
liche bis gelbbraune Autofluorescenz besitzen (GEDIGK 1958). Ob allerdings in
den Pigmentkérnchen die gelbe Eigenfluorescenz der oxydierten Fettstoffe noch
durch eine Autofluorescenz der Proteine verstirkt wird, 148t sich nicht sicher
entscheiden. Wegen der weillichen Eigenfluorescenz der jingsten Pigment-
kérnchen, welche vornehmlich aus Proteinen bestehen und nur sehr wenig Lipide
enthalten, wird man das Vorhandensein fluorescierender Proteine durchaus in
Betracht ziehen miissen.

Ein weiteres Problem stellt die zunehmende Unidslichkeit des Fettbausteines
des Vitamin E-Mangelpigmentes dar, der sich ebenso wie beim Lipofuscin und
Ceroid, schlieBlich selbst mit siedenden organischen Losungsmitteln nicht aus
dem histologischen Schnitt extrahieren l4it. Vielfach ist angenommen worden,
dafl die Loslichkeit dieser Lipide durch ihre Bindung an Eiweifistoffe beein-
trachtigt wird (Gydrey und GorpsBLaTT 1942, ExDIcOTT und Litrye 1944).
Andere haben die Vermutung geduBlert, dafl die ungesittigten Fettstoffe allein
durch die Oxydation ihre Loslichkeit verlieren (Hass 1938/39, ExprcorT 1944,
Dam und Grawapos 1945, CassELMax 1951). Bei unseren Experimenten mit
reinen (proteinfreien) hochungeséttigten Fettsdureestern konnten wir die Befunde
der zuletzt genannten Autoren bestdtigen. Wir mochten deshalb die Unloslichkeit
des Fettbausteines dieser Pigmente auf ihren oxydativen Umbau und die damit
einhergehende Polymerisation zuriickfithren. Jedenfalls ist fiir die Erklarung der
Unléslichkeit der Fettstotfe die Annahme einer besonderen Bindung an Proteine
nicht erforderlich.

Wéahrend bei der Entwicklung des Vitamin E-Mangelpigmentes die Anhédufung
und Oxydation von Fettstoffen sinnfallig in Erscheinung treten, vermochten wir
mit den iblichen histochemischen Methoden keine quantitativen oder quali-
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tativen Verdnderungen der Proteinkomponente festzustellen. Trotzdem ist die
Vermutung naheliegend, dal} die durch den Vitamin E-Mangel erzeugte Stofi-
wechselstorung nicht nur den intermedifren Umbau der Lipide beeintrichtigt,
sondern auch (direkt oder indirekt) auf die EiweiBkérper des Cytoplasmas
und damit auch auf die Proteine des Pigmentes einwirkt. Die Empiindlichkeit der
gewohnlichen cytochemischen Reaktionen fiir Aminosduren und Proteine reicht
aber wohl nicht aus, um derartige Verdnderungen des EiweiBlbausteines des
Pigmentes zu erfassen. Bemerkenswert ist jedoch das Verhalten der Enzyme,
welche einen Teil des Pigmenteiweifes ausmachen: So wird die unspezifische
Esterase im Bereich der Pigmentgranula von Inhibitoren weniger leicht
beeinfluBt als im dibrigen Cytoplasma. In dhnlicher Weise vermogen die in den
Koérnchen enthaltenen Fermente anscheinend Substrate, die normalerweise im
Organismus nicht vorkommen und deren chemische Konfiguration von den
physiologischen Substanzen abweicht, manchmal etwas schwerer anzugreifen als
die auBerhalb der Pigmente gelegenen Enzyme. Hs wire vielleicht denkbar, daf
durch die Vermischung der Enzyme mit oxydierten und polymerisierten Lipiden
sowohl einige Eifektoren als auch manche unphysiologischen Substrate mit
groBen komplexen Molekiilen nicht so ohne weiteres mit den Enzymreceptor-
gruppen in Wechselwirkung treten koénnen.

Der Enzymgehalt der Pigmentkornchen wirft die Frage auf, ob diese Granula
an besonders stoffwechselaktiven, von vornherein fermenthaltigen Cytoplasma-
bezirken gebildet werden oder ob sie mehr oder weniger zuféllig an irgendwelchen
Stellen im Cytoplasma entstehen und die Enzyme dann in ihrem Bereich erst
gebildet werden.

Verfolgt man die morphologische Verteilung der hydrolytischen Enzyme,
so zeigt es sich, dall bereits die normalen glatten Uterusmuskelfasern eine
schwache diffuse Esteraseaktivitit und eine ebenfalls geringfiigige Aktivitit
von saurer Phosphatase besitzen. Diese Fermente sind in den pigmentfreien
Muskelzellen auch in der unmittelbaren Umgebung der Zellkerne nachweisbar, in
der im Vitamin E-Mangelzustand ungeséttigte Lipide bevorzugt angehduft wer-
den. Allerdings unterscheiden sich diese kernnahe gelegenen Cytoplasmabezirke
hinsichtlich ihres Phosphatase- und Esterasegehaltes normalerweise nicht nennens-
wert von anderen Stellen des Myoplasmas. Sie besitzen aber eine besonders starke
Dehydrogenaseaktivitdt (s. auch PrArsE 1957); und auch wegen ihrer engen
raumlichen Beziehung zum Zellkern diirfte es keinem Zweifel unterliegen, daf sie
fiir den Zellstoffwechsel besonders wichtig sind. Mit dieser Annahme stehen die
hier elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Golgifelder und Mitochondrien im
Einklang, Dementsprechend besitzt auch das Vitamin E-Mangelpigment enge
morphologische Beziehungen zu Mitochondrien (LixpNER 1957 und PocuE 1938),
in denen nicht nur die Diphosphopyridinnucleotidase und Bernsteinsdureoxydase
{Govier und JEryER 1948, S30sTRAND 1957), sondern auch das Tocopherol
lokalisiert sein sollen (SrATER 1959). Alle diese Befunde weisen also darauf
hin, daB sich das Vitamin E-Mangelpigment in besonders stoffwechselaktiven
fermenthaltigen Cytoplasmagebieten entwickelt, welche wichtige Aufgaben
im Zelleben zu erfilllen haben.

Die Ablagerung der ungesdttigten Fettstoffe fithrt dann offenbar in
diesen schon von vornherein mit einer reichen Enzymausstattung versehenen
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Cytoplasmaanteilen zu einer zusétzlichen Aktivierung von saurer Phosphatase und
unspezifischer Esterase. Ob es dabei auBerdem noch zu einer direkten Einwirkung
des Tocopherolmangels auf diese Fermente kommt, kénnen wir an Hand unserer
Experimente nicht entscheiden. Die an Homogenaten der Muskulatur vorge-
nommenen Untersuchungen, bei denen im Vitamin E-Mangelzustand teils eine
Hemmung (Smrta und NEHORAYAN 1958), teils eine Aktivierung (CArREY und
DzrewiaTRowsKI 1949) der sauren Phosphatase festgestellt worden ist, konnen
auf das Pigment selbst nicht dibertragen werden, weil bei diesen Experimenten
naturgemaf nicht nur die Pigmentkérnchen, sondern auch andere Strukturen,
wie pigmentfreies Myoplasma, Zellkerne, Capillaren, Leukocyten, Histiocyten und
die im Myometrium reichlich vorhandenen Makrophagen mit erfaBt werden. Das
enzymatische Verhalten aller dieser Gewebselemente mufl aber bei den Unter-
suchungen an Homogenaten durchaus in Rechnung gestellt werden, zumal es
bekannt ist, daf z. B. in phagocytierenden Zellen allein durch die funktionelle
Beanspruchung reaktiv eine Neubildung und Aktivierung von saurer Phosphatase
erfolgt (GEDPIGK und BoxTKE 1957).

TIn Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen stellten wir in fritheren Unter-
suchungen an menschlichen Organen fest, dafl das Lipofuscin an Stellen des
Cytoplasmas entsteht, die im Stoffwechselgeschehen der Zelie eine besondere
Rolle spielen und von vornherein eine ausgeprigte Enzymaktivitat besitzen bzw.
zur selektiven Bildung von Fermenten befdhigt sind (GEDIGE und BoNTkE 1956).

Uberblicken wir zusammenfassend die formale Genese des Vitamin E-Mangel-
pigmentes, so zeigt es sich, dal} seine Entstehung und Entwicklung auf zwei
nebeneinander ablaufende Grundvorgénge zuriickgefithrt werden kann: Hrstens
werden im Bereich eiweilhaltiger (offenbar préformierter), besonders stoff-
wechselaktiver Cytoplasmabezirke allméhlich ungesittigte Lipide angehéuft.
Und zweitens werden diese abgelagerten Fettstoife in zunehmendem Mafe oxy-
diert und polymerisiert. Dabei entstehen aus den wasserklaren, leicht i6slichen
Lipiden unlésliche gelbbraun gefirbte fluorescierende Substanzen, welche dem
Pigment die kennzeichnende Eigenfarbe und auch den gréBten Teil seiner
wichtigsten cytochemischen Eigenschaften verleihen. Die Ablagerung der Lipide
fithrt in diesen von vornherein fermenthaltigen Cytoplasmabezirken anscheinend
zu einer zusdtzlichen Aktivierung und vielleicht auch Neubildung von saurer
Phosphatase und unspezifischer Esterase.

4. Die Eunzymausstattung des Vitamin BE-Mangelpigmentes und des Lipo-
fuscing wirft die Frage auf, ob auch chemische Beziehungen zwischen den hydroly-
tischen Fermenten und den gespeicherten Lipiden bestehen. Die Beantwortung
dieser Frage stoft aus mehreren Griinden auf Schwierigkeiten: Zunichst ist die
chemische Zusammensetzung des Vitamin E-Mangelpigmentes nur teilweise be-
kannt (s. S. 444—450); und insbesondere besitzen wir iber seine Enzymaus-
stattung nur bruchstiickhafte Kenntnisse, da die Zahl der mit histochemischen
Methoden nachweisbaren Enzyme vorerst noch sehr gering ist. Aullerdem ist die
biologische Bedeutung der von uns nachgewiesenen Enzyme noch in vieler Hin-
sicht ungeklért (s. HorrmanN-OsTeENHOF 1954). Bei dieser Sachlage wird man
zur Frage der Beziehungen zwischen den gespeicherten Lipiden und den in ihrem
Bereich nachweisbaren Enzymen nur mit grofer Zuriickhaltung Stellung nehmen
diirfen:
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Da das Vitamin E-Mangelpigment und andere lipogene Pigmente trotz ihres Vorkommens
in verschiedenen Organen regelmiBig hydrolytische Enzyme enthalten, ist die Annahme nahe-
liegend, dal diese Fermente im intermediéren Stoffwechsel der abgelagerten Substanzen eine
Rolle spielen. So wire es denkbar, dafl die saure Phosphatase und unspezifische Esterase
im Cytoplasma am Um- und Abbau von Phospholipiden beteiligt sind, welche reichlich hoch-
ungeséittigte Fettsiuren enthalten (DeBucH 1955) und deren Vorkommen im Vitamin E-
Mangelpigment und im Lipofuscin auBerordentlich wahrscheinlich ist (s. S. 444). Weiterhin
kionnte man sich vorstellen, daf bei einem gestorten Lipidstoffwechsel, wie z. B. beim
Vitamin E-Mangel, die von Phosphatiden abgespaltenen ungesittigten Carbonsiuren (bzw.
deren Ester) bevorzugt in den phosphatase- und esterasehaltigen Cytoplasmabezirken liegen-
bleiben und zum Pigment umgeformt werden, in deren Bereich sie schon normalerweise
umgesetzt werden.

Gegen diese Hypothese 1ifit sich allerdings einwenden, dafl die Hydrolyse der Phosphor-
esterbindungen in Phospholipiden durch spezifische Phosphodiesterasen und die Spaltung
der Fettsiureesterbindungen von besonderen Carbonsiureesterasen katalysiert werden soll
(s. HorrmaNN-OsTENEOF). Obwohl es sehr wahrscheinlich ist, dafl wir mit den histochemi-
schen Methoden diese Gruppen von Hsterasen, namlich die Lecithinasen, mit erfassen, wird
man doch wegen der oben erwihnten ungeklirten Fragen auch die Moglichkeit in Rechnung zu
stellen haben, daff keine direkten chemischen Beziehungen zwischen diesen hydrolytischen
Enzymen und den gespeicherten Lipiden bestehen, dafl also die saure Phosphatase und die
unspezifische Esterase nicht an dem Stoffwechsel der Pigmente bzw. ihrer Vorstufen beteiligt
sind. In diesem Fall miite man annehmen, daB die im Bereich der Pigmente nachgewiesenen
Enzyme nur einen Hinweis auf die funktionelle Bedeutung der Cytoplasmabezirke darstellen,
in denen die Fettstoffe abgelagert werden.

Obwohl Dehydrogenasen in den Pigmentkérnchen selbst nicht mit Sicherheit nachge-
wiesen werden konnen, ist der Befund interessant, daf die Granula bevorzugt im Bereich
von Mitochondrien entsteben, in denen Cytochromoxydase, das Succinoxydasesystem und
auch das Vitamin E enthalten sind. Da wir aus biochemischen Untersuchungen wissen, dal
das Tocopherol auf die Aktivitit oxydierender Enzyme einwirkt und insbesondere bei der
Atmungskettenphosphorylierung eine Rolle spielt (Marrrus 1957, SLATER 1959), ist die
Vermutung naheliegend, dafl auf diesem Wege im Vitamin E-Mangelzustand der oxydative
Umbau der abgelagerten ungesittigten Fettsduren begiinstigt wird (s. auch BEcRMany 1955).

5. Welche Beziehungen bestehen zwischen dem Vitamin E-Mangelpigment und
anderen Lipopigmenten ! Vergleicht man die farberischen und histochemischen
Eigenschaften des Vitamin E-Mangelpigmentes, des Ceroids und des Lipofuscins,
so ergibt sich auf den ersten Blick eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen
diesen lipidhaltigen Pigmenten (vgl. Tabelle 1). Alle diese Cytoplasmastrukturen
sind durch ihren Gehalt an schwer loslichen, oxydierten ungeséttigten Lipiden
gekennzeichnet, und alle enthalten Proteine. Auch die an ihnen ablaufenden
Alterungsvorginge stimmen in einer Reihe von wichtigen Punkten iiberein.

Da die wesentlichen histochemischen Kigenschaften der Lipopigmente an die
ihnen gemeinsamen ungesdttigten Fettsduren bzw. deren Oxydationsprodulkte
gebunden sind, gibt es keine histochemische Reaktion, die fiir einen bestimmten
Pigmenttyp charakteristisch wére. Die anders lautenden Angaben halten einer
kritischen Nachprifung nicht stand. Sie diirften u. a. wohl darauf beruhen, daf3
bei vergleichenden Untersuchungen an menschlichen Organen verschiedene Ent-
wicklungsstufen der lipogenen Pigmente einander gegentibergestellt worden sind
und grundsétzliche Unterschiede vorgetduscht haben (vgl. S. 451).

Die fetthaltigen Pigmente, ndmlich das Vitamin E-Mangelpigment, das Ceroid
und das Lipofuscin, sind also nahe verwandt. Es scheint daher zweckmifig zu
sein, sie unter der Bezeichnung ,lipogene Pigmente' oder , Lipopigmente™ zu-
sammenzufassen, zumal dieser Ausdruck auf die Herkunft und Natur des fiir
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diese Strukturen charakteristischen Farbstoffes hinweist. Unter dem Begriff
Lipopigmente' wiirde man demnach gelbe bis gelbbraune, fluovescierende, intra-
cytoplasmatische Kornchen wnd Schollen verstehen, die schwer ldsliche, ungesdttigte
Carbonsdiuren bzw. deren Hster enthalten und deren Eigenfarbe Oxydations- und
Polymerisationsprodulte ungesdtiigter Fettsturen zugrunde ltegen.

Trotz der nahen Verwandtschaft dieser Pigmente ist aber damit zu rechnen,
daf die in den einzelnen Zellen und Organen gespeicherten ungesédttigten Fett-
sduren jeweils von verschiedenartigen Lipiden, wie Neutralfetten, Phosphatiden,
Cerebrosiden usw. herrithren. Auch in der Zahl der C-Atome und der Doppel-
bindungen sind die abgelagerten Fettsduren wahrscheinlich von Fall zu Fali
verschieden. So hat es sich gezeigt, dafl z. B. nicht nur Phosphatide, sondern auch
Neutralfette mit reichlich ungesittigten Fettsiuren und Methylester hoch-
ungesittigher Fettsduren in Lipopigmente umgewandelt werden konnen (Enbpi-
corr 1944, CassELMAN 1951, GEpiek 1958). Denn das allen Lipopigmenten ge-
meinsame und flir ihre Genese wesentliche chemische Substrat sind nicht die
Fettstoffe selbst, sondern allein die hochungeséttigten (freien oder veresterten)
Fettsiuren, die bekanntlich in vielen sehr verschiedenen Lipiden vorkommen.
Diese Unterschiede in dem Aufbau der urspriinglich abgelagerten Lipide lassen
sich aber im mikroskopischen Priparat zur Zeit noch nicht mit geniigender Sicher-
beit erfassen, zumal auch die entstehenden Oxydationsprodukte der ungeséttigten
Fetteiuren bistochemisch einheitlich sind. Desgleichen konnen die zweifellos
vorhandenen organspezifischen Besonderheiten der Hiweifbausteine mit den der-
zeitigen Methoden nicht dargestellt werden. Fir den grundsétzlichen Bauplan
dieser Pigmente und fiir die an ihnen ablaufenden, an die ungesdttigten Fett-
sduren gebundenen Entwicklungsvorginge fallen diese Verschiedenheiten aller-
dings nicht ins Gewicht.

Wiahrend somit das Gemeinsame dieser Pigmentgruppe infolge der in allen
vorhandenen oxydierten Fettsfuren klar zutage fritt, spricht aber ihre verschie-
denartige kausale und formale Genese doch gegen ihre Identitdt. Diese Unter-
schiede werden besonders dann deutlich, wenn man ihre Entstehung verfolgt.
Betrachten wir zunichst das Ceroid:

Dieses Pigment tritt in den zur Phagocytose befdhigten Zellen, also vornehm-
lich 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-
stoffe in UbermaB anfallen und deshalb liingere Zeit in den Zellen und im Ge-
webe liegen bleiben (Hamprrr 1950, Hartrorr 1951, 1953, ZOLLINGER 1953,
GEpiGk und FiscHER 1958). Die Ursachen fiir die Entstehung des Ceroids liegen
also in den auBerhalb der speichernden Zelle ablaufenden pathologischen Vor-
gingen. Die Speicherung selbst gehort zu den normalen Aufgaben der Makro-
phagen, deren Stoffwechsel nur der iblichen funktionellen Belastung aus-
gesetzt ist.

Die Aufnahme der Lipide in das Cytoplasma der Makrophagen erfolgt sehr
schnell, d. h. in der Regel innerhalb weniger Stunden oder héchstens im Laufe
von 1-—2 Tagen. Sie beginnt, sobald die Zellen mit Fettstoffen in Berithrung
kommen, und ist beendet, nachdem ihve Speicherungskapazitit erschopft ist.
Dafl man bei der Resorption groBerer Fettmassen auch nach Wochen noch phago-
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cytierende Zellen antrifft, liegt daran, daBl bei der reaktiven Gewebsproliferation
standig neue Mesenchymzellen auftreten und mit der Verarbeitung der Lipide
beginnen.

Die ersten Entwicklungsstadien des Ceroids stellen also phagocytierte leicht
16sliche Lipidtropten dar, deren Grofle sich im Verlauf der Speicherung meistens
nicht mehr nennenswert dndert. Nur gelegentlich kommt es zur Unterteilung
gréBerer Tropfen in kleinere Partikel oder auch zum ZusammentlieBen kleinerer
Tropfchen zu groBen Kugeln. Die weitere Verarbeitung der Fetttropfen zum Pig-
ment beruht dann hauptséchlich auf dem oxydativen Umbau der ungeséttigten
Fettsduren, welche zu unldslichen, gelbbraun gefirbten, fluorescierenden Sub-
stanzen umgelagert werden. Proteine treten erst sekundér zu den gespeicherten
Fettstoffen hinzu und spielen mengenmiBig stets nur eine untergeordnete Rolle.
Bei grofien Lipidtropfen, die vor der Oxydation und Polymerisation nicht unter-
teilt worden sind, bleibt die EiweiBbeimengung unter Umsténden auch ganz aus
(GEpier und F1scEER 1958).

Ganz anders liegen die Verhiltnisse beim Vitamin E-Mangelpigment. Es ent-
steht in glatten Muskelfasern sowie in der Herz- und Skeletmuskulatur bei einem
gestorten intermedidren Umbau ungesittigter Lipide. Sein Auftreten zeigt also
eine die speichernde Zelle selbst betreffende Stoffwechselstérung an.

Die Fettstoffe werden in den Muskelzellen sehr langsam, d. h. im Laufe von
Wochen und Monaten, im Bereich von stoffwechselaktiven Cytoplasmabezirken
angehéuft, von denen anscheinend ihr Gehalt an Proteinen und Enzymen her-
rithrt. Am Anfang der Entwicklung des Vitamin E-Mangelpigmentes finden sich
daher nicht wie beim Ceroid intracytoplasmatische Lipidtropfen, sondern eiweil3-
haltige Cytoplasmastrukturen, also Proteine bzw. Lipoproteide. Wahrend der gan-
zen Dauer der Stoffwechselstorung schreitet dann die Fettspeicherung fort. Dabei
erfolgt nicht nur eine stédndige Zunahme der Zahl der Pigmentkérnchen, sondern
auch eine VergréBerung der einmal gebildeten Granula durch eine Vermehrung
der abgelagerten Fettstoffe. AuBerdem weisen elektronenmikroskopische Unter-
suchungen auf den Einschlufl benachbarter Cytoplasmabezirke in die priméren
kleinen Pigmentkérnchen hin. An den gespeicherten ungesattigten Fettstoffen
laufen dann im Prinzip die gleichen Oxydations- und Polymerisationsvorginge ab
wie beim Ceroid.

Der wunterschiedlichen kausalen Genese des Ceroids und des Vitamin E-
Mangelpigmentes entspricht also ein unterschiedlicher Entwicklungsablauf. Beide
finden ihren Niederschlag in der verschiedenartigen morphologischen Anordnung
der Pigmentgranula im Cytoplasma. So wird das Ceroid — genau wie andere phago-
cytierte Substanzen — ohne ersichtliche Ordnung in Makrophagen abgelagert,
deren Zelleib in der Regel auf das dichteste mit den Pigmentkornchen gefiillt
ist. Das Vitamin E-Mangelpigment tritt dagegen in ganz bestimmten, offenbar
funktionell wichtigen Cytoplasmabezirken auf: In glatten Muskelfasern findet es
sich bevorzugt an den Polen der Zellkerne, denen es hiitchenférmig aufsitzt. Auch
in quergestreiften Muskeln wird es hdufig in der Nachbarschaft der Kerne ge-
bildet ; aulerdem erfolgt hier seine Ablagerung aber gelegentlich in Randgebieten
des Cytoplasmas oder gruppenférmig in umschriebenen Bezirken innerhalb der
Muskelfasern. Erst bei lingerem Bestehen der Stoffwechselstorungen dehnt sich
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die Ablagerungszone dann allméhlich aus, um schlieBlich die Zelle véllig auszu-
fullen.

Weiterhin erhebt sich die Frage, welche Stellung das Lipofuscin (sog. Ab-
niitzungspigment) einnimmt, das beim Menschen (und manchmal auch bei
Tieren) in Muskelfasern sowie epithelialen Zellen auftritt und welches ebenfalls
auBer Proteinen ungeséttigte Fettsiuren und deren Oxydationsprodukte enthalt.
Zweifellos wiirden sich auch in die funktionelle Bedeutung dieses Pigmentes
am ehesten Einblicke gewinnen lassen, wenn man seine Vorstufen untersuchen
und dann deren weitere Umwandlung wihrend der Alterung verfolgen koénnte,
zumal seine Zusammensetzung erheblichen, offenbar altersbedingten Schwan-
kungen unterworfen ist (Ascmorr 1910, Hurck 1921, Hamprrr 1934). Zu den
grundséitzlichen Schwierigkeiten, das Alter von Gewebsstrukturen in menschlichen
Organen zu bestimmen, kommt nun beim Lipofuscin noch hinzu, daf es verhalt-
nisméBig schnell auf- und abgebaut werden kann, also keinesfalls eine unver-
dnderliche Substanz darstellt (Bacemaxw 1953). In der Regel vermogen wir
daher nicht den Zeitpunkt anzugeben, wann die zur Ablagerung ungesittigter
Lipide fithrenden Stoffwechselvorginge eingesetzt haben. Weiterhin ist damit
zu rechnen, dafl die Oxydation und Polymerisation der Fettsduren in Abhingig-
keit von der jeweiligen Stoffwechselsituation mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit ablaufen. Keineswegs ist man deshalb berechtigt, das Lipofuscin in Organen
von Kindern als ,,junges und bei Greisen als ,,altes* Pigment zu bezeichnen. —
Auch iber das manchmal bei Laboratoriumstieren ,,spontan® auftretende
Lipofuscin konnen Altersangaben nur mit grofen Einschrinkungen gemacht
werden.

Auf Grund unserer vergleichenden Untersuchungen an menschlichen Organen
und am tierexperimentellen Material mochten wir aber trotz dieser Schwierig-
keiten versuchen, zu der oben gestellten Frage nach der Genese und Bedeutung
dieses Lipopigmentes Stellung zu nehmen.

Wenn man die Entstehung der Lipopigmente vergleicht, so zeigt es sich, dall
die kausale Genese des Vitamin E-Mangelpigmentes und des Lipofuscins im
Grundprinzip itbereinstimmen: Die Bildung des Lipofuscins wird ebenso wie die
des Vitamin E-Mangelpigmentes durch eine besondere Situation im intermedifiren
Stoffwechsel der Zelle selbst ausgelést, wihrend die Ursache fiir die Ablagerung
des Ceroids aullerhalb der speichernden Zelle zu suchen ist. Die zur Speicherung
ungeséttigter Fettsduren fihrenden Stoffwechselvorginge diirften allerdings beim
Vitamin E-Mangelpigment und beim Lipofuscin verschieden sein, denn bei der
Entstehung des typischen Lipofuscins ist die Mitwirkung eines Vitamin E-Mangel-
zustandes duBerst unwahrscheinlich (Forrs 1957). Des weiteren ist bei den sog.
Abniitzungspigmenten damit zu rechnen, dafl die ihre Bildung verursachenden
Stoffwechselvorginge in den einzelnen Organen und bei den verschiedenen Krank-
heitszustdnden jeweils verschiedene Stellen des intermediiren Umbaues der
Lipide betreffen, zumal die in den verschiedenartigen hochdifferenzierten Paren-
chymzellen gespeicherten und zum Pigment umgelagerten ungeséttigten Fett-
sduren wahrscheinlich auch von unterschiedlichen Lipiden stammen (S. 458).
Somit reprégentiert der Vitamin E-Mangelzustand anscheinend nur eine von
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vielen Stérungsformen, die zur Ablagerung von ungesittigten Lipiden in
Muskelfasern und Parenchymzellen fiihren kénnen.

Auch in der formalen Genese besteht zwischen dem Lipofuscin und dem
Vitamin E-Mangelpigment eine weitgehende Ubereinstimmung. So fanden wir
in fritheren Experimenten, dafl die Bildung des Lipofuscins in der Leber und in
anderen Organen gleichfalls im Bereich eiweiBlhaltiger praformierter Cytoplasma-
strukturen erfolgt, welche von vornherein eine ausgesprochene Stoffwechsel-
aktivitdt besitzen (GEDIGK und BoNTKE 1956). Beide Pigmente enthalten dem-
entsprechend — im Gegensatz zum Ceroid — reichlich Proteine, die beim Lipo-
fuscin ebenso wie in den ersten Entwicklungsstadien des Vitamin E-Mangel-
pigmentes ganz im Vordergrund stehen. Genau wie das Vitamin E-Mangelpig-
ment wird also das Lipofuscin nicht durch die intraplasmatische Aussonderung
von Lipiden in Form von Fetttropfen gebildet. Mit dieser Feststellung steht die
Tatsache im Einklang, dafl es bisher in keinem Fall moglich war, in Muskelfasern
oder epithelialen Zellen den Ubergang einer feintropfigen Verfettung in Lipo-
fuscinablagerungen nachzuweisen. Meistens treten die Pigmente sogar an anderen
Cytoplasmastellen aunf als die bei der Hypoxdmie oder anderen Stérungen ent-
stehende Verfettung. So sei z. B. an die verschiedenartige Lokalisation des Lipo-
fuscins und der kleintropfigen Verfettung im menschlichen Herzmuskel erinnert.
Das gleiche gilt auch fir die Lipofuscinablagerungen in anderen Organen, wie im
Zentralnervensystem, in der Nebenniere, im Hoden usw., die zwar nicht solch
eine kennzeichnende cytologische Anordnung besitzen, deren grundsitzliche Uber-
einstimmung mit dem Pigment der Herz- und Skeletmuskulatur aber seit langem
unumstritten und durch zahlreiche morphologische und cytochemische Befunde
belegt ist. Als Ausdruck dieser formalen Genese ist das Lipofuscin in seinem
morphologischen Verhalten den ersten Stadien des Vitamin E-Mangelpigmentes
sehr ahnlich. Beide Lipopigmente entstehen z. B. in Muskelzellen nicht regellos
im Cytoplasma, sondern gruppenférmig in umschriebenen Zellbezirken; und
submikroskopisch besitzen beide enge Beziehungen zu Mitochondrien (LINDNER
1957 und PocHE 1958).

Das Lipofuscin hat also auch das Grundprinzip der formalen Genese mit dem
Vitamin E-Mangelpigment gemeinsam und unterscheidet sich in dieser Hin-
sicht ebenfalls vom Ceroid. Ob das Vitamin E-Mangelpigment deshalb am
Beginn seiner Entwicklung mit dem Lipofuscin vielleicht sogar identisch ist,
steht noch dahin. In den spateren Entwicklungsstadien finden sich aber zweifellos
Unterschiede zwischen ihnen:

So zeigt das Vitamin E-Mangelpigment nach lingerer Versuchsdauer eine
Neigung zur Verklumpung und zur Bildung groBer Schollen, die man beim Lipo-
fuscin nicht oder doch nur selten beobachtet. Moglicherweise hingt die Ent-
stehung gréferer Pigmentschollen mit der Nekrobiose der Muskelfasern zu-
sammen, die man bei allen Tieren findet, die lange Zeit (1-—1%/, Jahre) eine
Vitamin E-arme Kost erhalten haben. Dagegen geht die Lipofuscinablagerung
beim Menschen ohne sichtbare Schidigung der speichernden Zelle einher. Dieser
Unterschied beruht sicher darauf, dafl beim linger andauernden Vitamin E-
Mangelzustand schwerste intermediire Stoffwechselstérungen entstehen, die
nicht allein den Umbau der Lipide, sondern auch den Eiweif- und Kohlenhydrat-
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stoffwechsel betreffen und schlieBlich zum Zelltod fithren (vgl. hierzu BEckmany
1955). :

AuBerdem sind die alten Pigmentgranula beim Vitamin E-Mangel deutlich
sudanophil, wihrend man in menschlichen Organen gelegentlich tief braun
gefdrbte, also offenbar alte Lipofuscinkornchen frifft, die nur noch eine
sehr geringe Affinitat fiir Fettfarbstoffe besitzen. Diese Verschiedenheit
188t sich dadurch erkliren, daf beim Vitamin E-Mangel wihrend der ganzen
Versuchsdauver immer wieder neue sudanophile Fettstoffe abgelagert werden, so
daB auch die dltesten Kornchen neben den bereits weitgehend oxydierten und
polymerisierten, d.h. nicht mehr mit Sudan farbbaren Fettstoffen, stets auch
noch weniger oxydierte (sudanophile) Lipide enthalten. Wegen der Kurzlebig-
keit der Versuchstiere ist es bisher nicht gelungen, das Schicksal dlterer Vitamin E-
Mangelpigmente nach dem Aufhoren der Stoffwechselstérung zu verfolgen. Es
ist aber damit zu rechnen, dafi das Vitamin E-Mangelpigment ebenfalls seine
Sudanophilie verlieren wiirde, wenn keine neuen Fettstoffe mwehr hinzutreten
kénnten und nur noch der zur Polymerisation fithrende oxydative Umbau der
einmal gespeicherten Fette abliefe. Beim Abniitzungspigment des Menschen
werden dagegen die zur Ablagerung der Fettstoffe fithrenden - Stoffwechselvor-
génge sicher gelegentlich fiir eine mehr oder weniger lange Zeit unterbrochen, so
daB die bereits gebildeten Granula nicht durch zusitzliche Anhidufungen von
Lipiden vergroBert werden. An diesen Pigmenten wiirde dann — wenn die Voraus-
setzungen fiir ihren Abbau nicht gegeben sind — nur der oxydative Umbau der
gespeicherten Fettstoife weiter ablaufen, der schlieBlich zum Verlust der Sudano-
philie fihrt, ohne dal weitere, noch nicht oxydierte, sudanophile Lipide neu
hinzutreten.

Trotz der weitgehenden Ahnlichkeit der morphologischen Anordnung des
Lipofuscing und des Vitamin E-Mangelpigmentes in glatten Muskelfasern be-
stehen aber doch in quergestreiften Muskeln gewisse Unterschiede zwischen ihnen.
Ziwar tritt das Vitamin E-Mangelpigment auch hier bevorzugt an den Kernpolen
auf; es ist aber nicht unbedingt an die Nachbarschaft der Kerne gebunden und
wird, wie z. B. im Herzmuskel, gelegentlich auch in umschriebenen anderen
Gebieten der Muskelfasern gebildet.

Uberblicken wir diese Befunde, so wird deutlich, daf§ das Vitamin E-Mangel-
pigment und das Lipofuscin zwar in einer Reihe von Einzelheiten ihres morpho-
logischen Verhaltens und ihrer Genese etwas voneinander abweichen, dafl aber
die beobachteten Unterschiede zwischen ihnen keineswegs auf eine grundsétzliche
Verschiedenheit hinweisen. Beide Pigmente stimmen vielmehr in ihren wesent-
lichen Eigenschaften sowie im Grundprinzip ihrer kausalen und formalen Genese
iiberein, wahrend sich beide in den gleichen Punkten vom Ceroid unterscheiden.
Man konante deshalb das Vitamin E-Mangelpigment vielleicht als eine besondere
Form des Lipofuscins bezeichnen.

6. Welche Riickschliisse ergeben sich aus den vorliegenden Untersuchungen auf die
biologische Bedeutung des Luvpofuscins (des sog. Abwiitzungspigmentes)?

Die in diesem Pigment abgelagerten Oxydations- und Polymerisationsprodukte
ungesittigter Fettsduren treten beim normalen Fettstoffwechsel nicht auf. Wegen
ihrer schweren Loslichkeit diirften sie dem Erhaltungs- und Funktionsstoffwechsel
der Zelle nicht zur Verfiigung stehen und keinesfalls eine Art Reservematerial
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darstellen. Auch fiir die Annahme, dall dieses Pigment eine fiir das Zelleben als
Katalysator notwendige Substanz darstellt, ergeben sich keine Anhaltspunkte.
Die im Lipofuscin enthaltenen Fermente sind auch nicht ein Zeichen fur irgend-
welche Aufgaben, die es im Zellstoffwechsel zu erfiillen hitte, sondern ein Hin-
weis fir die funktionelle Bedeutung der Cytoplasmabezirke, in denen diese
Substanzen abgelagert werden. Mit dieser Folgerung stehen die elektronenmikro-
skopischen Befunde im Einklang, bei denen im Lipofuscin — ebenso wie beim
Vitamin E-Mangelpigment — kein Molekiilgitter oder ein anderer submikroskopi-
scher Ordnungszustand gefunden wurde (LinDNER 1954, 1957, 1958, PocHE 1958),
so wie es sonst bei funktionell bedeutungsvollen Cytoplasmastrukturen der gleichen
GroBlenordnung der Fall ist. SchlieBlich sel an das seit langem bekannte ge-
hiufte Auftreten dieser Pigmente bei abzehrenden Krankheiten und bei zu-
nehmendem Alter erinnert. Alle morphologischen und chemischen Daten weisen
somit darauf hin, daf es sich bei den tm Lipofuscin enthaltenen oxydierten und
polymerisierten ungeséiitiglen Fetisiuren wm Schlacken des intermedidren Lipid-
stoffwechsels handelt, die unter besonderen Stoffwechselbedingungen in einzelnen
Zellen mehr oder weniger schnell angehfuft werden und unter Umstdnden auch
wieder weggerdumt werden konnen.

Auf den ersten Blick kénnte gegen diese Folgerungen vielleicht ins Feld
gefithrt werden, daf Lipofuscinkérnchen in geringem Umfang manchmal schon
bei Kindern auftreten und scheinbar zur reguliren Ausstattung bestimmter Zellen
gehdren. Tatsichlich besteht aber zwischen diesen Beobachtungen kein Wider-
spruch, denn es ist ohne weiteres vorstellbar, daB die Stoffwechselsituationen,
welche zur intraplasmatischen Ablagerung und zum oxydativen Umbau unge-
sattigter Fettsduren fithren, manchmal sehr frithzeitig (auch im jugendlichen
Organismus) auftreten und dafi diese Schlackenstoffe — sofern die Voraus-
setzungen fiir ihren Abbau nicht gegeben sind — im Cytoplasma unter Umsténden
lange liegen bleiben. Die Funktion der Zelle wird durch die Lipofuscinablagerun-
gen in der Regel nicht beeintrichtigt — genauso wie auch viele andere Cytoplasma-
einschliisse, z. B. Eisenpigmente oder Fetttropfen, das Zelleben normalerweise
nicht gefdhrden. Keineswegs sind wir deshalb berechtigt, eine lipofuscinhaltige
Zelle als funktionsuntiichtig oder gar als ,,degeneriert” zu bezeichnen.

Mit dem Nachweis, da der Entstehung des Lipofuscinpigmentes eine An-
haufung von Schlacken des intermedidren Zellstoffwechsels zugrunde liegt,
kehren wir nach langen Umwegen zu einer Anschaunung zurtick, die schon vor
Jahrzehnten von AscHOFF, HUECK u. a. vertreten worden ist. Wir vermogen
jedoch heute die Art der Stoffwechselvorginge etwas genauer zu bestimmen und
die Richtigkeit dieser Auffassungen durch Stoffwechselversuche im Tierexperi-
ment und mit modernen morphologischen Methoden zu begriinden.

Uberblicken wir abschliefend die im Tierexperiment und an Organen des Men-
schen erhobenen Befunde, so zeigt es sich, dall die Lipopigmente trotz des ihnen
allen gemeinsamen Gehaltes an oxydierten, gelbbraun gefarbten ungesattigten
Lipiden, d.h. trotz der fir sie alle charakteristischen Farbkomponente, nicht
einheitlich sind. Es lassen sich vielmehr zwei Grundtypen {ipogener Pigmente von-
einander abgrenzen, welche eine unterschiedliche kausale und formale Genese
aufweisen und dementsprechend auch eine verschiedene biologische Bedeutung
besitzen.
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Der eine Typ der Lipopigmente tritt in Makrophagen bzw. in den zur Phago-
cytose befdhigten Zellen auf. Dieses Pigment entsteht vornehmlich bei der Re-
sorption fetthaltiger Gewebsanteile, und zwar besonders dann, wenn die Oxydation
der Lipide durch Blutungen begiinstigt wird, oder wenn es aus irgendeinem Grunde
zur Autoxydation der Fettstoffe kommt. Seiner formalen Genese liegt also haupt-
sdchlich ein oxydativer Umbau phagocytierter ungesittigter Lipide zugrunde.
Proteine treten hier erst sekundér zu den gespeicherten Fettstoffen hinzu und
spielen stets nur eine untergeordnete Rolle. In Ubereinstimmung mit den An-
gaben in der modernen Literatur maochten wir dieses ,,mesenchymale’ Lipo-
pigment als ,,Ceroid’* bezeichnen, zumal dieser Ausdruck auf die wachsartige und
glinzende Beschaffenheit der voll ausgebildeten Granula hinweist, welche durch
ihren relativ hohen Gehalt an unléslichen Lipiden bedingt ist. Um MiBverstind-
nisse bei der biologischen Interpretierung dieser Cytoplasmastrukturen zu ver-
meiden, sollte der Ausdruck ,,Ceroid* fiir diesen Pigmenttyp aber auch dann ver-
wendet werden, wenn die Oxydation und Polymerisation der Fettstoffe im Laufe
der Alterung so weit fortgeschritten ist, dafl sie ihre Sudanophilie und ihr wachs-
artiges Aussehen verloren haben.

Mit dem mesenchymalen Lipopigment ist das , Hamofuscin® dlterer Autoren
identisch (vgl. hierzu Prars® 1958, ZorLiNcER 1953, GEDIGK und FiscHER 1958).
Da wir heute wissen, daB dieses Pigment auch unabhingig von Blutungen auf-
treten kann, erscheint es zweckmiBig, den prijudizierenden Begriff , Himo-
fuscin® avfzugeben und an seiner Stelle den die histologischen und histochemi-
schen Eigenschaften besser treffenden Namen ,,Ceroid* zu benutzen.

Der andere Typ der Lipopigmente findet sich in Muskelfasern und Parenchym-
zellen. Er wird bei einem gestorten intermediiren Umbau ungesattigter Lipide
gebildet, die allmahlich im Bereich eiweiflbaltiger stoffwechselaktiver Cytoplasma-
bezirke abgelagert und oxydiert werden. Hier stehen Proteine von Anfang an
quantitativ im Vordergrund, von denen offenbar auch der Gehalt dieser Pigmente
an Enzymen herrihrt. Diese ,,parenchymatisen’’ Lipopigmente sollten mit dem
traditionellen Namen ,,Lipofuscin’ belegt werden, und zwar unabhingig davon,
ob sie in epithelialen Zellen oder in quergestreiften bzw. glatten Muskelfasern
auftreten. Die von Fall zu Fall wechselnde Sudanophilie dieser Strukturen
wire bei ihrer Nomenklatur ebenfalls nicht zu beriicksichtigen, da ihre Affinitdt
fiir Fettfarbstoffe, ebenso wie viele andere cytochemische Eigenschaften, von den
dargelegten Entwicklungs- und Alterungsvorgingen abhingig ist und nicht auf
prinzipielle Unterschiede hinweist.

Das beim experimentellen Vitamin E-Mangel in Muskelfasern gebildete Pig-
ment besitzt zwar einige morphologische sowie kausal- und formalgenetische
Besonderheiten und sollte deshalb nicht mit den tiblichen Lipofuscinen, d. h. den
sog. Abniitzungspigmenten, vollkommen identifiziert werden. Es stellt jedoch
offenbar nur eine Variante der Lipofuscine dar. Um seine Verschiedenheit vom
mesenchymalen Lipopigment zum Ausdruck zu bringen, mdéchten wir es nicht
als Ceroid bezeichnen; und zwar auch dann nicht, wenn es im Laufe seiner Ent-
wicklung einmal besonders reichlich sudanophile Lipide enthilt und vortber-
gehend eine fast wachsartige Beschaffenheit besitzt.

Weitere Spielarten des Lipofuscins scheinen das von DuBIN und Jomnsow
(1954) sowie HamprrL (1957) in der Leber bei chronischem nichthdmolytischem
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Tkterus beschriebene Pigment und das von EFRENBRAXD und BUurckHART (1959)
unlidngst beobachtete eisenhaltige lipofuscindhnliche Pigment in der mensch-
lichen Leber zu sein.

Zusammenfassung

Beim experimentellen Vitamin E-Mangel entstehen in glatten und querge-
streiften Muskelfasern gelbe bis gelbbraune, fluorescierende Lipopigmente. Sie
enthalten Proteine sowie ungesittigte Lipide. Ihrer Eigenfarbe liegen Oxy-
dations- und Polymerisationsprodukte hochungesdttigter Fettsduren zugrunde.
AuBerdem lassen sich im Bereich der Pigmentkérnchen Enzyme, und zwar vor
allem saure Phosphatase und unspezifische Esterase, nachweisen.

Mit zunehmender Versuchsdauer kommt es zu einer Vermehrung und Ver-
groBerung der Pigmentkornchen sowie zu einer charakteristischen Anderung
ihrer farberischen und cytochemischen Eigenschaften. Dieser Umwandlung des
Pigmentes liegen zwei nebeneinander ablaufende Vorginge zugrunde: Erstens
werden beim Vitamin E-Mangelzustand im Bereich eiweiBhaltiger, stoffwechsel-
aktiver Cytoplasmabezirke allmihlich ungesittigte Lipide angehduft, und zweitens
werden diese abgelagerten Fettstoffe in zunehmendem MafBe oxydiert und poly-
merisiert.

Zwei Grundtypen lipogener Pigmente lassen sich voneinander abgrenzen.

1. Lipopigmente, welche in Makrophagen bzw. in den zur Phagocytose be-
fahigten Zellen nach Resorption fetthaltiger Gewebsanteile auftreten. Proteine
kommen erst sekundir hinzu und spielen mengenméBig stets eine untergeordnete
Rolle. Dieses ,,mesenchymale” Lipopigment sollte mit dem nichts prajudi-
zierenden Ausdruck ,,Ceroid‘* bezeichnet werden.

2. Lipopigmente in Muskelfasern und epithelialen Zellen bei einem gestorten
intermedidren Umbau ungesattigter Lipide. Diese Fettstoffe werden allméahlich
im Bereich stoffwechselaktiver, eiweiflhaltiger Cytoplasmastrukturen angehduft
und oxydiert. Hier stehen Proteine quantitativ im Vordergrund. Fiir dieses
,,parenchymatdse™ Lipopigment wire unabhéingig von seinem jeweiligen Ent-
wicklungsstadium der traditionelle Name ,,Lipofuscin® zu wihlen. Das Vitamin E-
Mangelpigment besitzt einige formal- und kausalgenetische Besonderheiten; es
stellt anscheinend aber nur eine Variante der Lipofusecine dar.

Summary

In experimental vitamin J-deficiency yellow to yellow-brown fluorescing
lipopigments are formed in smooth and cross-striated muscle fibers. These
pigments contain proteins as well ag 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.

With prolongation of the experiment both multiplication and enlargement
of the pigment granules occur, as well as a characteristic change in their color
and cytochemical 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 unsaturated lipids are accumulated gradually in the region of protein-
containing metabolically active cytoplasmie foci. Secondly, these deposited fat
substances are oxidized and polymerized in increasing amounts.

Two basie types of lipogenous pigments can be differentiated from one another:

1. Lipopigments, which appear in macrophages after resorption of fat-
containing tissue particles, or in those cells able to phagocytize. Proteins are
added only secondarily, and always play quantitatively a subsidiary role. This
“mesenchymal” lipopigment should be referred to with the non-biasing term as
“‘ceroid”.

2. Lipopigments in muscle fibers and in parenchymal cells in a disturbed
intermediary transformation of unsaturated lipids. These fat substances are
gradually accumulated in the region of the metabolically active protein-containing
cytoplasmic structures, and are oxidized. Here proteins stand quantitatively in
the foreground. For this “parenchymatous” lipopigment one should select the
traditional term “lipofuscin”,independent of its respective stage of development.
The vitamin E deficiency pigment possesses some morphologic and etiologic
particularities; it apparently represents, however, only a variant of the lipo-
fusein.

Literatur

AwmEs, 8. R., and P. L. Harris: Recent developments in the chemistry and metabolism
of vitamin E. Internat. Z. Vitaminforsch. 22, 26 (1950). — Ascmo¥y, L.: Zur Morphologie
der lipoiden Substanzen. Beitr. path. Anat. 47, 1—50 (1910). — Bacmmany, K. D.: Uber das
Lipofuscin der Leber. Virchows Arch. path. Anat. 323, 133—142 (1953). — Barriz, M. M. O.:
Vitamin E-deficiency in the rat. ITI. Fertility in the female. Biochem. J. 82, 2134 (1938).
Brcrmaxy, R.: Vitamin E (Physiologie, pathologische Physiologie und klinische Bedeu-
tang). Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 7, 1--166 (1955). — Brxsiry, R. R.:
Anat. Rec. 98, 609 (1947). Zit. nach Prarse. — Branw, B., u. M. ScEMIDTMANN: Pig-
mentstudien. Zur Kenntnis des Melaning und des braunen Abniitzungspigmentes. Virchows
Arch. path. Anab. 227, 137—145 (1920). — Zur Pigmentirage. Virchows Arch. path Anat.
239, 488—490 (1922). — CassELman, W. G. B.: The in vitro preparation and histochemi-
cal properties of substances resembling ceroid. J. exp. Med. 94, 549—562 (1951). —
Carey, M. M., and D.D. DziewiaTkowskI: The adenosintriphosphatase (acid and alkaline)
activity of muscle homogenates from rabbits on a vitamin E-deficient diet. J. biol. Chem.
179, 119 (1949). — Dawm, H., and H. Graxapos: Peroxidation of body fat in vitamin B-
deficiency. Acta physiol. scand. 10, 162—171 (1945). — Role of unsaturated fatty acids
in changes of adipose and dental tissues in vitamin E-deficiency. Science 102, 327--328
(1945). — DmpucH, H.: Biochemie der Lipide. Acta histochem. (Jena) 2, 135—148
{1955). — Dumin, J.N,, and F. B. Jouaxson: Medicine 8, 155 (1954). Zit. nach- HaMPERL
1957. — Epzrr, M.: Histochemische Fermentnachweise. Thre Bedeutung in der Pathologie.
Verh. dtsch. Ges. Path. 42, 374—-394 (1958). — EBRENBRAND, ¥., u. TH. BURCKHART:
Ablagerung eines eisenhaltigen lipofuscinihnlichen Pigmentes in der menschlichen Leber.
Arztl. Forsch. 18, 149—157 (1959). — Evarson, L.: Criticizing review of the con-
cepts of the neuro-muscular lesions in experimental vitamin E-deficiency, preferably in
adult rats. Acta psychiat. scand. Suppl. V8, 1-—76 (1952). — Eixarson, L., and A. RINGSTED:
Effect of chronic vitamin E-deficiency on the nervous system and the skeletal musculature
in adult rats. Kopenhagen and London 1938, — Errrmar, H., H. Kavnirz and C. A. Sua-
NETZ: Histochemistry of uterine pigment in vitamin E-deficient rats. Ann. N.Y. Acad. Sci.
52, 72—79 (1949). — Enprcort, K. M.: Similarity of the acid-fast pigment ceroid and oxidized
unsaturated fat. Arch. Path. (Chicago) 37, 49—53 (1944). — Ewxpicorr, K. M., and R. D.
Lizrin: Ceroid, the pigment of dietary cirrhosis of rats, its characteristics and its differentiation
from bemofuscin. Amer. J. Path. 20, 149—153 (1944). — Faria, J. L. pe: Uterine and
vaginal changes in vitamin E deficiency. J. Amer. med. Ass. 181, 626 (1946). — Fouwis jr.,



Uber die Entstehung von Lipopigmenten in Muskelfasern 467

R. H.: Deficiency disease. Springfield, Ill.: Ch. C. Thomas 1957. — GrpIick, P.: Histoche-
mische Darstellung von Kohlenhydraten. Klin. Wschr. 80, 1057—1065 (1952). — Histo-
chemische Methoden. In: Biochemisches Taschenbuch, S. 855—891. Berlin: Springer 1956. —
Zur Kenntnis lipogener Pigmente. Verh. dtsch. Ges. Path. 42, 430-—434 (1958). — GEDIGK,
P., u. E. BontrE: Uber den Nachweis von hydrolytischen Enzymen in Lipopigmenten.
Z. Zeliforsch. 44, 495—518 (1956). — Uber die Enzymaktivitit im Fremdkérpergranulations-
gewebe. Virchows Arch. path. Anat. 830, 5638—568 (1957). — GEpIGK, P., u. R. FIsCHER:
Uber die Entstehung des Ceroidpigmentes bei der hidmorrhagischen Fettgewebsnekrose.
Virchows Arch. path. Anat. 331, 341370 (1958). — Gossner, W.: Histochemischer Nach-
weis hydrolytischer Enzyme mit Hilfe der Azofarbstoffmethode. Histochemie 1, 48-—-96
(1958). — Gomori, G.: Microscopical histochemistry. Chicago, Ill.: University Press 1953. —
Histochemistry of human esterases. J. Histochem. Cytochem. 3, 479—484 (1955). — GoOVIER,
W. M., u. N. 8. Jerter: The effect of a a-Tocopherol Phosphate on Diphosphopyridine-
Nucleotidase, Science 107, 146 (1948). — Grawnapos, H., and H. Dam: On the histo-
chemical relation between peroxydation and the yellow-brown pigment in the adipose
tissue of vitamin E-deficient rats. Acta path. microbiol. scand. 27, 591—596 (1950). —
Gravapos, H., K. E. Masox and H. Dam: Histological changes in adipose tissue of rats
receiving a vitamin E-deficient diet containing highly unsaturated fatty acids. Acta
path. microbiol. scand. 24, 86—95 (1947). — Gvorey, P., and H. GorpsraTr: Obser-
vations on the conditions of dietary hepatic injury (necrosis, cirrhosis) in rats. J. exp. Med.
75, 355—368 (1942). — Hawmrperr, H.: Die Fluorescenzmikroskopie menschlicher Gewebe.
Virchows Arch. path Anat. 292, 1 (1934). — Uber fluorescierende Kérnchenzellen ,,Fluoro-
cyten®. Virchows Arch. path. Anat. 318, 32—47 (1950). — Chronischer nicht hamolytischer
Tkterus mit Ablagerung eines eigentiitmlichen Pigmentes in der Leber. Klin. Wschr. 85, 177
(1957). — Hartrorr, W. 8.: In vitro and in vivo production of ceroid like substances from
erythrocytes and certain lipids. Science 113, 673—674 (1951). — Pathogenesis and signifi-
cance of hemoceroid and hyaloceroid. Two types of ceroid like pigments found in human
atheromatous lesions. J. Geront. 8, 158—166 (1953). — Hass, G. M.: Tissue reactions to
natural oils and fractions thereof. Arch. Path. (Chicago) 26, 955—965 (1938). — Intracellular
transformation of unsaturated fatty acids and esters. Arch. Path. (Chicago) 26, 1196-—1207
(1938). —Membrane formation at lipoid-aqueous interfaces in tissues. Arch. Path. (Chicago) 27,
177—198 (1939). — HrrpenrricH, O., u. G. StgBERT: Untersuchungen am isolierten unver-
dnderten Lipofuscin der Herzmuskulatur. Virchows Arch. path. Anat. 827, 112—126 (1955). —
HessLer, W.: Effect de la carence en vitamin E sur la structure et la réactivité de 'utérus de
la rate. Z. Vitaminforsch. 11, 9 (1941). — Hrcrman, K. C. D., and P. L. Harris: Tocopherol
interelationships. Adv. Enzymol. 6, 469 (1946). — Horrmany-OsTENHOF, O.: Enzymologie.
Wien: Springer 1954. — Huror, W.: Die pathologische Pigmentierung. In Handbuch der
allgemeinen Pathologie von KRERL-MARCHAND, Bd. 3, S. 208—481. 1921. — JURreENS, R.:
Symptomatologie und Therapie der E-Avitaminose. In K. Lawa u. R. ScHOEN, Die Ernah-
rung. Berlin-Gottingen-Heidelberg: Springer 1952, — KuTscHERA-A1cEBERGEN, H.: Uber
Melanin und iiber das braune Abnitzungspigment. Frankfurt. Z. Path. 27, 21—55 (1922), —
Lesronp, C. P., R. E. GLeae and D. EipINGER: Presence of carbohydrates with free 1,2-gly-
colgroups in sites stained by the periodic acid-Schiff technique. J. Histochem. Cytochem. 5,
445--458 (1957).—LiLie,R.D. : Histopathologic technic an practical histochemistry. New York:
Blakiston & Co. 1954. — LINDNER, E.: Elektronenmikroskopische Untersuchung von braunen
fluorescierenden Pigmenten bei Vitamin E-Mangel. Arztl, Forsch. 8, 505—513 (1954). —
Die submikroskopische Struktur der pigmenthaltigen glatten Muskelzellen im Uterus von
Vitamin E-Mangel-Ratten. Beitr. path. Anat. 117, 1—16 (1957). — Der elektronenmikro-
skopische Nachweis von Eisen im Gewebe. Ergebn. allg. Path. path. Anat. 38, 46—91
(1958). — Lison, L.: Histochimie et cytochimie animales. Paris: Gauthier-Villars 1953. —
Lusarscw, O.: Uber fetthaltige Pigmente. Zbl. allg. Path. path. Anat. 18, 881—883 (1902). —
Uber das sogenannte Lipofuscin. Virchows Arch. path, Anat. 289, 491 (1922). — MaRrxEzs,
S.: Uber Vitamin E. Experimentelle Frgebnisse und therapeutische Erfahrungen. Int. Z.
Vitaminforsch. 22, 335 (1950). — Martin, A. J. P., u. T. Moorz: Changes in the uterus and
kidneys in rats kept on a Vitamin E-free diet. Chem. and Ind. 55, 236 (1936). — Some effects
of prolonged vitamin E-deficiency in the rat. J. Hyg. (Lond.) 89, 643 (1939). — MartiUS, C.:
Die oxydative Phosphorylierung und ihre hormonelle Steuerung. Klin. Wschr. 35, 223—225




468 Prrer Gepick und Roserr Fiscmer: Entstehung von Lipopigmenten in Muskelfasern

(1957). — Masow, K, E.,, H. Dam and H. Grawapos: Histological changes in adipose
tissue of rats fed a vitamin E-deficient diet high in cod liver oil. Anat. Rec. 94, 265
(1946). — Masox, K. E., and A. F. EmmeL: Vitamin E and muscle pigment in the rat.
Anat. Rec. 92, 33—60 (1945). — Mason, K. E., and I R.TrrrorD: Some manifestations
of vitamin E-deficiency in the monkey. Arch. Path. 43, 363—373 (1947). — MEESSEN,
H.: Organverinderungen chronisch Vitamin E.frei ernahrter Ratten. Arztl. Forsch. 2, 98
(1948). — MooRgE, T., and Y. L. Wanea: Brit. J. Nutr. 1, 53 (1947). Zit. nach LinpxEr 1954.
Pzrarsz, A. G. E. : Histochemistry. Theoretical and applied, London 1953. — Intracellular lo-
calisation of dehydrogenase systems using monotetrazolium salts and metalchelation of their
formazan. J. Histochem. Cytochem. 5, 515—527 (1957). — Pocwuz, R.: Submikroskopische Bei-
trage zur Pathologie der Herzmuskelzelle bei Phosphorvergiftung, Hypertrophie, Atrophie und
Kaliummangel. Virchows Arch. path. Anat. 331,165—248 (1958). — RupprL, W.: Organverin-
derungen bei E-avitaminotischen Ratten. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. exp. Path. Pharmak.
206, 584—601 (1949). —S3631RAND, F. 8.: Die funktionelle Bedeutung des Ultrafeinbaues von
Gewebezellen. Klin. Wschr. 85, 237—250 (1957). — SrATER, E.C.: Possible role of vitamin E
in respiratory chain. Vortr. 4. Internat. Kongr. fiir Biochemie in Wien 1958. Ref.
Klin. Wschr. 87, 411 (1959). — Swmrrs, L.C., and S. Nrsoravaw: Effect of vitamin E-
deficiency and dietary glycine on tissue phosphatase activity. Proec. Soc. exp. Biol. (N.Y.)
98, 40—42 (1958). — SteEicLEDER, G. K., u. K. Scuvrris: Zur Histochemie der Esterasen
der Haut. Arch. klin. exp. Derm. 205, 196—211 (1957). — WormAN, M.: Staining of lipids
by the periodic-acid-Schiffreaktion. Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 75, 583—585 (1950). —
The lipids stained by the periodic acid-Schiff technique. Stain Technol. 81, 241245 (1956). —
ZoLLINGER, H. U.: Lokalisation und Bedeutung des Ceroidpigmentes. Schweiz. Z. allg. Path.
16, 1026—1040 (1953).
Priv.-Doz. Dr. P. GeEDIGK,
Pathologisches Institut der Universitit, Bonn-Venusberg



