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Das Depoteisen wird in den speichernden Zellen in zwei verschiedenen Formen,
und zwar als Ferritin und als Siderinpigment (H&mosiderin) abgelagert. In
beiden Fallen liegt eine Bindung des gespeicherten Schwermetalloxydes an
organische Substanzen vor. Im Ferritin sind die Eisenhydroxydmicellen an das
Protein Apoferritin gebunden (LAUFBERGER 1937, KunN wu. Mitarb. 1940,
sowie GRANICK 1946—1949), im Siderin an eine organische Trigersubstanz,
welche eiweifigebundene Mucopolysaccharide (bzw. Mucoproteide) und in ge-
ringem Umfang auch Lipide enthidlt (GEpick u. Mitarb. 1953—1958, sowie
GossNER 1953). Seit langem ist es bekannt, dall beide Depoteisenfraktionen
unter Umstidnden ineinander iibergehen kénnen.

Seit der Entdeckung von FARRANT (1954) u. a., dal} sich die Eisenmicellen
des Ferriting und Siderins im Gewebsschnitt elektronenoptisch direkt darstellen
lassen, ist wiederholt versucht worden, die intracellulire Ablagerung und Spei-
cherung des Eisens auch im submikroskopischen Bild zu verfolgen (Scuurz
1956, 1957; Bmssis und Brerow-Gorrus 1957; GiesEriNG 1957; STOECKE-
Nros 1957; Rrcarer 1957, 1958, 1959; LinDNER 1958 u. a.). Die hierbei
erzielten Ergebnisse waren jedoch bisher uneinheitlich.: So konnte weder iiber den
Eintritt des Eisens in die Zelle noch iiber die Natur der am Umbau und an der
Speicherung des Eisens beteiligten Cytoplasmastrukturen eine Kinigkeit erzielt
werden. Weiterhin war die Frage offengeblieben, in welcher Weise in diesen
Zellen gegebenenfalls eine Umwandlung des Siderins in das Ferritin erfolgt.
Und schlieBlich blieben die ndheren Bezichungen zwischen den lichtmikroskopisch
nachgewiesenen Trégersubstanzen des Siderins und den von ihnen gebundenen
Eisenmicellen zu kliren. '

Um zur Lésung dieser Probleme beizutragen, versuchten wir zunichst das
Schicksal des phagocytierten Kisens im Tierexperiment zu verfolgen. Diese
Versuchsanordnung hatte den Vorteil, daff die Auseinandersetzung der Zelle mit
dem anflutenden Eisen unmittelbar, d. h. ohne die Zwischenschaltung des Trans-
porteiweiBes des Blutes, des Transferrins, erfolgte, und daB das Alter der jeweils
untersuchten intracelluliren Eisenablagerungen genau festlag. Dem steht aller-
dings gegeniiber, dall diese Beobachtungen nur einen Einblick in die Vorgéinge
bei der Eisenspeicherung von Phagocyten, bzw. von den zur Phagocytose be-
fahigten Zellen gewédhren, und vorerst noch keine Riickschliisse auf die Speiche-
rung und Verarbeitung des Eisens in Parenchymzellen zulassen.

* Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.



Verarbeitung und Speicherung von phagocytiertem Eisen 509

Yersuchsanordnung und Methoden

Bei allen Versuchen verwendeten wir 10—20 Wochen alte weiBe Inzuchtmiuse, welche
eine Mischkost (Wirfelfutter, sowie zusétzliche Salatblatter und Karotten) erhielten. Tn der
ersten Versuchsgruppe injizierten wir 30 Tieren je 0,2 ml einer 0,6%igen und 30 weiteren
Tieren 0,2 ml einer 0,02%igen Losung von kollpidalem Eisen unter die Riickenhaut. Bei
einer zweiten Gruppe von Experimenten verabfolgten wir subcutan 30 Mausen 0,2 ml einer
20%igen Suspension von Rinderhémoglobin (Merck) und weiteren 30 Tieren je 0,2 ml einer
5%igen Hiamoglobinsuspension in physiologischer Kochsalzlosung. 3, 4, 5, 6, 10, 14, 21, 28,
60, 90, 120, 150, 180, 210 und 240 Tage nach der Injektion toteten wir die Tiere durch
Nackenschlag und préaparierten sofort die dunkelbraun gefirbten Granulome aus der Sub-
cutis heraus. Die Fixierung erfolgte in einem Gemisch von gepufferter 1 %iger Osmiumsiure
und 1%iger Kaliumbichromatlosung. AnschlieBend wurde das Material mit Alkohol ent-
wissert und in einem Gemisch von Methyl- und Butylmethacrylat (1:5) eingebettet. Die
Blocke wurden mit einem Porter-Blum-Ultramikrotom geschnitten und teils mit einem
Zeiss-Elektronenmikroskop EM 8, teils mit einem Siemens-Elmiskop untersucht.

Von allen Versuchstieren wurde Gewebe zur lichtmikroskopischen Untersuchung ent-
nommen. Dieses Material wurde vor und nach der Extraktion des Eisens (20 %ige Salzsaure
oder 5%ige Oxalsiure) mit Hiamatoxylin-Eosin, Sudanschwarz, Gallocyanin-Chromalaun,
sowie mit der PAS-Technik und der Feulgenreaktion gefirbt.

Untersuchungsergebnisse

A. Verarbeitung und Speicherung des injizierten kolloidalen Eisens. Die zur
Injektion verwendete kolloidale Eisenlosung enthilt fadenférmige Eisenhydroxyd-
micellen, deren Durchmesser etwa 30 A betrigt. Thre Linge variiert in weiten
Grenzen ; sie iiberschreitet jedoch im allgemeinen nicht 150 A. In Abstinden von
etwa 30—40 A besitzen die Micellen punktférmige Verdichtungen (Abb. 1b).

Wenige Tage nach der subcutanen Injektion trifft man das Eisen als fast homo-
gene Massen in den Saftspalten; die scharf konturierte Gestalt der urspriinglichen
Eisenpartikelmicellen ist nicht mehr zu erkennen. An diese Fremdkorper wandern
dann Makrophagen heran und dringen durch Membranfaltung mit den Aus-
laufern ihres Cytoplasmas in ihn ein. Dabei bilden sich tiefe Zellbuchten, in denen
amorphe Eisenansammlungen liegen. Der Ubertritt des Eisens in das Cytoplasma
erfolgt, wie die Abb. la erkennen 1aBt, iiberwiegend durch Membranvesiculation
(BexneT 1956, PAraDE 1956, BEssts und BrrroN-Gorrus 1957): Die das
Eisen umschlieBenden Einbuchtungen der Zellmembran werden an der Peri-
pherie abgeschniirt und verlieren dadurch ihre Verbindung mit dem extracellu-
liren Raum (Abb. 1a). Auf diese Weise entstehen im Zelleib unregelmiBig be-
grenzte, etwa 0,5—1 y grofle eisenhaltige Vacuolen, die anfangs nur eine ganz
feine begrenzende Membran besitzen, bei der es sich um Reste der Zellmembran
handeln kénnte. Schon nach wenigen Tagen werden die Vacuolen mit einer ein-
fachen, aber ziemlich dicken Membran versehen. In spéteren Stadien trifft man
mitunter auch mehrere konzentrisch angeordnete Membranen, welche die Eisen-
ansammlungen gegen das ibrige Cytoplasma abgrenzen und manchmal an die
dullere Membranstrukturen der Mitochondrien erinnern (Abb. 2 und 4a). Diese
intracytoplasmatischen Eisenanh&ufungen, deren Grofle an der Grenze des
lichtmikroskopischen Auflésungsvermégens liegt (0,5—1 u), werden wir in An-
lehnung an RicHTER im folgenden als Siderosomen bezeichnen.

Bei einem grofien Eisenangebot lagern sich gelegentlich mehrere Siderosomen
zu Schollen zusammen (Abb. 3), in denen man meistens noch gut die urspring-
lichen Siderosomen mit ihren Membranen erkennt. Die Zusammenlagerung von
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Abb. 1. a Junges Eisengranulom (20 Tage) nach der Injektion von kolloidalem Eisen. Das im
Zwischengewebe liegende Hisen (Fe) wird auf dem Wege der ,,Membranvesikulation® in das Cyto-
plasma der Makrophagen hineingezogen. Dabei verliert das Hisen seine fast homogene Struktur und
erscheint danmn in Form von feinkdrnigen, dicht zusammenliegenden Magssen (Fe,), die oft noch iiber
tiefe Membranfalten (—) mit den groflen interstitiellen Eisenmassen in Verbindung stehen. Die
Fe-Partikel im Cytoplasma haben eine Gré8e von etwa 60—80 A. Mitochondrien (M); Ergastoplasma
(E), Vergr. 50000fach. b Kolloidales Eisen vor der Injektion (auf Objekttriigernetz aufgetropft). Die
Eisenmicellen sind fadenférmig und haben einen Durchmesser von 20—30 A. Ihre Linge variiert sehr

stark. Siemens-Elmiskop; Vergr. 100000fach

Siderosomen ist wahrscheinlich reversibel, denn aus dem groBen scholligen
Verband konnen sich offenbar kleinere Eisenanhéufungen ablosen, um als Sidero-
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somen wieder in der Zelle zu erscheinen. In ilteren Eisengranulomen sind ndmlich
derartige groBe Schollen nur noch sehr selten zu finden.

Mit dem Ubertritt in das Cytoplasma &ndert sich das morphologische Bild des
abgelagerten Eisenhydroxyds. Die zunéchst fast homogen erscheinenden, dicht

B
Abb. 2. Alteres Eisengranulom (2 Monate) nach Injektion von kolloidalem Eisen. Im Cytoplasma des
hier abgebildeten Makrophagen zahlreiche Siderosomen (8), die sich bei starkem Eisenangebot oft zu
grofien Schollen (S;) zusammenlagern, Dabei bleibt die Abgrenzung der einzelnen Siderosomen meist
deutlich sichtbar. Die Eisenansammlungen sind stets von einer einfachen oder manchmal auch mehr-
schichtigen Membran (—) umgeben. In den Siderosomen bestehen die Risenpartikel aus komma-
férmigen Gebilden mit wechselnder Linge. Das im Cytoplasma feinverteilte Hisen hingegen erscheint
punktférmig und hat groBe Ahnlichkeit mit Ferritin-Partikeln. Die Mitochondrien (M) sind stets frei
von Eisen., Siemens-Elmiskop; Vergr. 80000fach

gepackten Kisenmassen werden in den intracytoplasmatischen Vacuolen sehr
bald wieder aufgelockert. Die Eisenpartikel erscheinen dann als dichte, komma-
bis fadenférmige etwa 150-—-200 A lange Gebilde, die zunachst offenbar die kleinste
elektronenmikroskopisch auflésbare Einheit des phagocytierten Eisens darstellen.
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Zwischen ihnen findet sich eine verbédltnismiBig kontrastarme homogene Masse
(Abb. 2—4).

In der Regel liegen die Eisenmicellen innerhalb der Siderosomen, daneben
trifft man aber auch kleine Micellen isoliert im Hyaloplasma. Sie besitzen dann

ADbb. 3. Eisengranulom (5 Monate) nach der Injektion von kolloidalem Eisen. In der Zelle eine grofe
TEisenscholle (8S;), die sich aus zahlreichen kleineren Siderosomen zusammensetzt. Die Mitochondrien
(M) speichern kein Eisen! Siderosomen (8). Zellkern (K). Zeiss EM 8; Vergr. 30000fach

nicht die lingliche Form wie in den Siderosomen, sondern erscheinen als punkt-
formige, manchmal viereckige Teilchen, die eine groBe Ahnlichkeit mit den
Eisenmicellen des Ferriting haben (Abb. 2).
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Mit zunehmendem Alter (nach 1-—2 Monaten) kommt es infolge des Aus-
einanderweichens der Eisenaggregate zu einer weiteren Auflockerung der Sidero-

somen, deren Grofie zunichst im
wesentlichen unverdndert bleiben.
Dabei erfolgt eine Vermehrung der
die  Eisenteilchen einhiilllenden
Grundsubstanz, die jetzt teils elek-
tronenoptisch relativ dicht, teils
eher kontrastarm erscheint. Ver-
mutlich handelt es sich hierbei um
Anteile der organischen Trager-
substanz des  Kisenpigmentes
(Abb. 2—4, vgl. 8. 526). In noch
dlteren Granulomen (nach 5 bis
8 Monaten) findet man gelegent-
lich einen Umban der faden-
térmigen  Aggregate in mehr
punktformige viereckige, etwa 55 A
groe Gebilde, die nach Form
und GroéBe den Eisenmicellen des

Ferritins entsprechen (Abb. 5a
und b).
In alten Eisengranulomen

koénnen die Siderosomen dichte,
homogene rundliche Gebilde ent-
halten, bei denen es sich um Lipid-
ansammlungen handeln dirfte
(Abb. 4b). — Bei einigen Side-
rosomen sieht man im Zentrum
eine dichte Zusammenlagerung des
Eisens und um diesen dichten
,,Kern“ eine lockere AuBenzone.
Dadurch entsteht der Eindruck,
dall diese Siderosomen apposi-
tionell gewachsen sind.

Bei allen Untersuchungen fiel
auf, daB sich die Mitochondrien
nicht an der KEisenspeicherung
beteiligten.

Bei der Osmiumfixierung kann
das reduzierte Osmium in der Zelle
zu einer Uberlagerung der Eisen-
strukturen fithren, so dafB} eine
Unterscheidung zwischen Osmium-
und Eisenteilchen schwierig wiirde,

zumal ja anzunehmen ist, daB die Tragersubstanz

ebenfalls

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 332

Osmium redugziert.
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Abb. 4.

a Altes Kisengranulom (6 Monate) nach
Injektion von kolloidalem Eisen. Die Siderosomen (S§)
sind von einer dicken Membran umgeben, die teil-
weise aus zwei Lamellen (—) aufgebaut ist. Eines
der Siderosomen wird von etwa sechs konzentrischen

Membranen umschlossen, zwischen denen vereinzelt
Fisenpartikel liegen. Vergr. 80000fach. Siemens-
Elmiskop. b Zellausschnitt eines Granuloms (5 Monate)
nach Injektion von kolloidalem Eisen. In den Rand-
partien der Siderosomen (§) dichte osmiophile, rund-
liche Bezirke. Wahrscheinlich handelt es sich dabei
um kleine Ansammlungen von Lipiden, die in alten
Granulomen hidufig auftreten. Zeiss EM 8;
Vergr. 35000fach

des Siderinpigmentes

Unsere Versuche, das Material mit Formalin

35
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zu fixieren, ergaben jedoch wenig zufriedenstellende Resultate. Die Eisen-
micellen lisgen dann in den Randpartien der Siderosomen, wihrend das Zentrum

Abb. 5. a Altes Eisengranulom (5 Monate) nach der Injektion von kolloidalem Eisen. In einem der
beiden Siderosomen REinlagerung einer homogenen Substanz und Auflockerung der Eisenpartikel.
bei denen es sich nach Form und GrioBe teilweise umn Ferritinstrukturen handelt. Siderosomen (S8);
Mitochondrien (M) frei von Eisen. Vergr. 60000fach. Siemens-Elmiskop. b Ausschnitt aus Abb. 5a.
Innerhalb der viereckigen Micellen ist hiufig eine deutliche Vierergruppierung erkennbar, unter
anderem an der mit (~) bezeichneten Stelle. Vergr. 120000fach, Siemens-Blmiskop

strukturios erscheint (Abb. 6). Dies konnte vielleicht zu der Vermutung
filhren, daB sich die Trigersubstanz in der Mitte der Siderosomen befindet,
wihrend sich das FEisen ringsum anlagert. Nach der Kontrastierung mit
Phosphorwolframséure stellte es sich aber heraus, daB zwar das FKrgasto-
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plasma die Mitochondrien und auch die Randzone der Siderosomen stérker
gefarbt wurden, ihre Mitte jedoch nach wie vor leer erschien. Daraus ist
woll zu schlieBen, dali die Formalinfixierung zu einer Verlagerung des Eisens

und seiner Tragersubstanzen
in die Randbezirke der Side-
rosomen fithrt wund diesen
Bildern nur ein Fixierungs-
artefakt zugrunde liegt.

B. Verarbeitung und Speiche-
rung des injizierten Himoglo-
bins. Die auf einen Objekttrager
aufgetropfte Hamoglobinlésung
erscheint im Vergleich zu der
oben beschriebenen kolloidalen
Eisenlésung weniger kontrast-
reich. Die einzelnen Eisen-
aggregate sind etwa 3—4mal
s0 grofl wie die anorganischen
Risenmicellen (Abb. 7b): Sie
besitzen eine Lénge von 400
und einen Durchmesser von
etwa 200 A. In ihnen kann
man jedoch mitunter noch
Untereinheiten von 80 A er-
kennen.

Nach der subcutanen In-
jektion liegt das Hamoglobin
zunichst als fast homogene
Masse in den Gewebsspalten.
Der Ubertritt in das Cyto-
plasma der Makrophagen voll-
zieht sich nach dem gleichen
Prinzip wie bei dem kolloidalen
Eisen. In Abb. 7a und 8 er-
kennt man, wie einzelne Zellen
gegen das im Zentrum des
Bildes liegenden Hémoglobin
vordringen, wobei die Zellmem-
branen tiefe Einbuchtungen
bilden und den Fremdkorper
iber den Mechanismus der
Membranvesikulation in das

b - ;

Abb. 6, a Zelle eines Eisengranuloms nach Injektion
von kolloidalem Eisen (5 Monate). Formalinfixierung,
Dag lammelldre Ergastoplasma (E) speichert Kisen in
feinverteilter Form, das eine groBe Ahnlichkeit mit
Ferritin besitzt. Daneben Siderosomen (S) mit groBeren

linglichen Fe-Teilchen, die bei dichtester Packung einen Abstand von etwa 50 A haben. Zellkern (K).

Zeiss EM 8; Vergr. 30000fach. b Zellausschnitt eines Granuloms nach Injektion von kolloidalem Eisen

(1 Monat). (Formalinfixierung und Nachkontrastierung mit Phosphorwolframsdure). Es stellen sich

nur die Randpartien der groBeren Siderosomen (S) dar, wahrend die Zentren meist leer erscheinen.

Offenbar wandert das Eisen hei der Formalinfixierung in die Randpartien der Siderosomen. Zeiss
EM 8; Vergr., 22000fach

35%
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Cytoplasma einschleusen. Besonders deutlich wird dieser Vorgang in Abb. 8.
Hier wurde offenbar die phagocytierende Zelle bei der Gewinnung des

Abb. 7. a Granulom 14 Tage nach der subcutanen Injektion von Rinder-Hb (Ubersicht). Die Zellen
wandern gegen die im Interstitium liegenden Hb-Massen (H) vor, wobei die Zellmembranen tiefe
Buchten bilden (~>), in denen Hb-Partikel liegen. Querschnitte der Buchten (Q). Es handelt sich
hier nicht um Fetttropfen! Auf den interstitiellen Hb-Bezirken deutliche Schwingungsartefakte.
Zellkern (K). Zeiss EM 8; Vergr. 9000fach. b Rinderhdmoglobin vor der Injektion. Aufgetropft auf
ein Objekttrigernetz. Die Fe-Partikel haben eine Linge von etwa 400 A und eine Dicke von etwa 200 A

Materials von dem extracellulir liegenden Héamoglobin abgezogen, so daB
zwischen beiden ein breiter Spalt entstand. Diese kiinstlich erzeugte Gewebs-
liicke wird von hémoglobinhaltigen StraBen durchzogen, welche zu den bereits
in Abschniirung begriffenen Einbuchtungen in der Zellmembran hinfiihren.
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Auf der rechten Seite des Bildes sind bereits vollstindig abgeschniirte Anteile des
Cytoplasmas zu finden. Ein Unterschied zwischen der Aufnahme des anorgani-
schen und organischen Eisens in die Zelle besteht nur insofern, als das Eisen-
hydroxyd eher in kleinen Portionen in die Zelle gelangt, wahrend das Hamoglobin
in etwas grofleren zusammenhdngenden Klumpen aufgenommen wird.

Diese priméren, in intrasytoplasmatischen Vacuolen liegenden Eisenansamm-
lungen werden zunéchst nur von einer schmalen, wenig kontrastgebenden Mem-
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Abb. 8, Makrophage 14 Tage nach der Injektion von Rinder-Hamoglobin. Bei der Préparation

wurde die Zelle zufillig von dem interstitiellen Hb (H) abgezogen, wodurch ein Spalt zwischen beiden

entstand (Sp). Man erkennt deutlich die aus Hb-Teilchen bestehenden StraBen (—), die diesen Spalt-

raum duarchziehen und zu tiefen Einbuchtungen der Zellmembran (Z) hinfithren. Auf diese Weise wird

die Phagocytose der Hb-Teilchen durch ,,Membranvesikulation vorbereitet. Cytoplasma (C).
Zeiss EM 8; Vergr. 25000fach

bran umgeben, die sich dann allmablich verdickt. In Form und Grofle ent-
sprechen sie weitgehend den bereits bei der Verarbeitung des kolloidalen Eisens
beschriebenen Siderosomen (Abb. 9 und 10). Genau wie diese vermdgen sie sich
auch zu groBeren Schollen zusammenzulagern. In dlteren Stadien kénnen in der
verdichteten Grundsubstanz der Siderosomen manchmal Membranstrukturen
auftreten, die zuweilen sogar die Gestalt der Cristae mitochondriales nachahmen.
In Abb. 10a sind diese Membranen angedeutet wiedergegeben,

Sehr deutlich ist der Umbau des phagocytierten Hamoglobins, der bereits
kurz nach der Aufnahme in das Cytoplasma erfolgt. Die anfangs fast amorphen
Hamoglobinmassen werden aufgelockert, indem zwischen den eisenhaltigen
Partikeln eine relativ kontrastarme, homogene Grundsubstanz in Erscheinung
tritt. Gleichzeitig verdichtet sich das Eisen in Form von bis etwa 200 A langen
Micellen, die — genau wie bei dem injizierten kolloidalen Eisen — zunéchst ein
komma- bis fadenférmiges Aussehen besitzen.
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Abb. 9. a Zelle eines Granuloms 3 Monate nach subcutaner Injektion von Rinder-Hb. Neben dem
Zellkern (K) eine groBle Eisenscholle (S), die von einer mehrschichtigen Membran eingeschlossen
wird (—). Daneben zwei kleinere Siderosomen (S,), die ihr Eisen griBtenteils abgegeben haben, be-
sonders im Zentram. In dem rechten Siderosom wurde das Risen offenbar schon als Ferritin gespeichert.
Zeiss EM 8; Vergr. 32000fach. b Zelle eines Eisengranuloms 3 Wochen nach der subcutanen Injektion
von Rinder-Hb. Die durch Membranvesikulation eingeschleusten Eisenpartikel liegen in dichten
Ansammlungen {Siderosomen (S)] zusammen und sind von einer einfachen Membran umgeben. Bei
,»8:° hat sich ein Siderosom teilweise entleert, wiahrend die Membran als leere Hiille (—) im Cytoplasma
liegt. Die Siderosomen stellen keine préformierten Cytoplasmastrukturen wie etwa Mitochondrien

oder Cytosomen dar. Zellkern (K). Zeiss EM 8; Vergr. 30000fach
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Im Laufe der Alterung kommt es dann zu einer allméhlichen Vermehrung und
Verdichtung der Grundsubstanz der Siderosomen, so dal die Eisenmicellen noch
weiter auseinanderriicken. Die urspriinglich komma- bis fadenformigen Micellen
werden dabei zu fast punktformigen, etwa 55 A groBen Gebilden umgelagert, die
in ihrer Gestalt dem Eisenbaustein des Ferritins entsprechen (Abb. 10a und b).
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Abb. 10. a Zelle eines Hisengranuloms 14 Tage nach Injektion ganz geringer Mengen von Rinder-Hgb.
Schneller Umbau der groBen, lénglichen Eisenpartikel in die punktférmigen Ferritin-Teilchen. Die
Siderosomen (8), welche kurz nach ihrer Entstehung, d. h. nach der Phagocytose der Fe-Partikel noch
keine elektronenoptisch nachweisbare Grundsubstanz besafBen, enthalten jetzt eine homogene, leicht
osmiophile Substanz, in welcher mitunter Doppelmembranen oder unregelmifBige Membransysteme
auftreten. Dies kann leicht dazu fithren, da8 man die Siderosomen fiir eisenspeichernde Mitochondrien
hélt. Die Mitochondrien (M) selbst sind auch hier frei von Eisen. Siemens Elmiskop, Vergr. 60000fach.
b—e REisenpartikel eines Siderosoms bei starker VergréBerung. Der Pfeil bezeichnet die Vierer-
gruppe einer Ferritin-Micelle. b Vergr. 200000fach, ¢ Vergr. 500000fach, d Vergr. 650000fach,
e Vergr. 450000fach. Siemens-Elmiskop

Mitunter kommt es vor, dal sich ein Siderosom teilweise von Eisenpartikeln
entleert und nur noch die Membran als leerer Schlauch im Cytoplasma sichtbar
ist (Abb. 9b).

Wie beim kolloidalen Eisen, so zeigen auch hier die Siderosomen manchmal
Besonderheiten, wie Zusammenlagerungen zu groBen Eisenschollen, apposi-
tionelles Wachstum und Einlagerung runder Lipidbezirke. Bei der Formalin-
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fixierong kommt es ebenfalls zu einer Ansammlung des Eisens in den Rand-
bezirken.

Die nicht in den Siderosomen eingeschlossenen, sondern frei im Cytoplasma
liegenden Eisenpartikel zeigen bereits 3—6 Tage nach der Injektion des Hamo-
globins eine deutliche Umwandlung in punktférmige, dem Ferritin entsprechende
Partikel. Besonders zu den Ergastoplasmamembranen hat das Eisen offenbar
eine gewisse Affinitat, da es sich dort oft anlagert. Die Mitochondrien haben sich
dagegen auch in diesem Untersuchungsgut nicht an der Eisenspeicherung be-
teiligt.

C. Cytologiseche Besonderheiten der eisenspeichernden Zellen. Die Makrophagen
sind zundchst arm an Cytoplasmastrukturen (Abb. 2), entwickeln aber im Laufe
der Zeit ein hochdifferenziertes Cytoplasma. In einigen Granulomen schienen
zwei Formen von eisenverarbeitenden Mesenchymzellen aufzutreten: der eine
Zelltyp, welcher zahlenmafig ganz im Vordergrund stand, enthielt sehr reichlich
Siderosomen und wies nur wenig lamellires Ergastoplasma auf. Die andere,
vereinzelt auftretende Zellart war durch einen grofien Ergastoplasmareichtum
gekennzeichnet und besal nur einen spirlichen Gehalt an Siderosomen. Das
Eisen war hier vielfach in feinverteilter Form an den Ergastoplasmalamellen
angelagert. Auch lichtmikroskopisch waren zwei Arten von eisenhaltigen Zellen
zu erkennen, die sich durch das AusmaB der Eisenspeicherung und die Baso-
philie des Cytoplasmas voneinander unterschieden. Auf Grund unserer bisherigen
Untersuchungen scheint es sich bei diesen Makrophagen nicht um zwei ver-
schiedene Zelltypen, sondern um Spielarten der gleichen phagocytierenden
Mesenchymzelle zu handeln, die sich wahrscheinlich ineinander umwandeln
kénnen und nur verschiedene Entwicklungsstufen der gleichen speichernden Zelle
entsprechen. Diese Frage bedarf noch der weiteren Bearbeitung.

Nach ldngerer Versuchsdauer kam es in den Makrophagen nicht selten zu
einem Auseinanderweichen der Ergastoplasmalamellen, zwischen denen weite,
leere Raume entstanden. Auch die Mitochondrien zeigten dann manchmal eine
ballonférmige Auftreibung; und etwa gleichzeitig traten anch Kernverdichtungen
im Sinne einer Pyknose auf. Diese offensichtlich regressiven Verdnderungen
gingen mit einer allmahlichen Verminderung der Zellzahl in alten Eisenablage-
rungen einher, in denen das urspriinglich zellreiche Granulationsgewebe einem
mehr zellarmen, faserreichen Bindegewebe Platz machte. Anscheinend handelt es
sich bei diesen Cytoplasmaveranderungen um Begleiterscheinungen der Nekro-
biose der Makrophagen.

AuBler in den phagocytierenden Zellen fanden wir auch in den Basalmembranen
der kleineren Gefife kleinste, feinverteilte Eisengranula. Die Gefiflendothelien
enthielten dagegen nur auBerordentlich wenig Eisen, und zwar auch dann, wenn
die Zellen in der Umgebung dicht mit Siderosomen angefiillt sind.

In jingeren Granulomen traten im Cytoplasma einzelner eisenspeichernder
Zellen manchmal 100 A breite Fasern auf, die eine ganz schwache Oberflichen-
osmierung, jedoch keine periodische Unterteilung besaBen. Mit zunehmendem
Alter der Eisenablagerung nahmen die Zahl und Gréfle dieser Fasern zu, die
schlieBlich eine kriftige Osmiumaffinitdt ihrer Oberfliche sowie eine Breite von
200 A aufwiesen und dann nicht mehr intracellulir, sondern im Interstitium
auftraten.
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Bei den Versuchen mit Hamoglobin war das Eisen nach etwa 3 Monaten
fast vollstdndig abgerdumt. An die Stelle des eisenspeichernden Granuloms
war ein faserreiches Bindegewebe getreten. Die Fasern haben eine Dicke von
etwa 500—800 A und besitzen eine Periode von etwa 400 A. Man kann
auf Léngsschnitten innerhalb der Periode eine dichte ,,D-Zone* und eine helle
,»H-Zone* unterscheiden, wobei die D-Zone aus zwei und die H-Zone aus vier
Untereinheiten besteht (Abb. 11).

Abb. 11a u. b. Eisengranulom nach vollstindigem Abbau des injizierten Rinder-Hb. Die Makrophagen

sind durch Bindegewebszellen ersetzt. Links im Bild ein Fibroblast mit schmalem Cytoplasma-

saum und gelapptem Zellkern (KX). Rings um den Fibroblast zahlreiche kollagene Fasern.

Vergr. 42000fach. Siemens-Elmiskop. In der rechten oberen Bildecke eine AusschnittvergréBerung

zweier kollagener Fasern mit einer Periode von etwa 400 A, Die D-Zone (D) besteht ans 2 dunklen,

breiten und die H-Zone (H) aus 4 helleren. Streifen von etwa 30 A Dicke. Vergr. 160000fach.
Siemens-Elmiskop

Diskussion

1. Wie gelangt das Eisen in die Zelle ?

Nach unseren Befunden werden das in der Subcutis abgelagerte kolloidale
KHisen und Himoglobin zum weitaus groBiten Teil — wenn nicht sogar aus-
schlieflich — durch die Vesikulation der Zellmembran in das Cytoplasma der
Makrophagen eingeschleust (vgl. Abb.12, 5.8.509 und 8.515). Eine unmittelbare
Diffusion von Eisenmicellen durch die Zellmembran in das Cytoplasma — so wie
es GIESEKING (1957, 1958) bei der intratrachealen Verabfolgung von kolloidalem
Eisen und anderen Fremdstoffen in Alveolardeckzellen beschrieben hat —
beobachteten wir bei unseren Versuchsbedingungen nicht.

Nur bei den isoliert im Grundeytoplasma der Speicherzellen liegenden und
manchmal an die Ergastoplasmalamellen adsorbierten Eisenmicellen konnte man
vielleicht an eine unmittelbare Permeation kleinster Eisenpartikel durch die

>
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Zellmembran denken. Es 146t sich jedoch nicht ausschlieBen, dafl diese isolierten

Eisenmicellen ebenfalls durch Membranvesikulation in die Zelle gelangt und nur
aus Siderosomen abgesprengt worden sind.

Abb. 12a—g. Schematische Darstellung der Phagocytose und Verarbeitung von anorganischem und
organischem Eisen in Makrophagen., Die phagocytierende Zelle dringt durch gesteigerte Membran-
faltung mit den Ausliufern ihres Cytoplasmas in das injizierte, in dichter Packung liegende Eisen ein.
Es entstehen tiefe Binbuchtungen der Zellmembran, in denen Anhiufungen des eisenhaltigen Materials
liegen (a und b). In der Zellperipherie werden diese Buchten allmihlich verschmilert (¢) und durch
nachfolgende Abschniirung in das Zellinnere aufgenommen (d). Die in Vacuolen liegenden, nunmehr
intracytoplasmatischen Eizenansammlungen (Siderosomen) werden anfangs nur von einer ganz zarten
Membran umgeben, bei der es sich offenbar um Reste der abgeschniirten Zellmembran handelt (d).
Spéter erfolgt eine Verstirkung dieser Membran, die manchmal auch in konzentrische Lamellen
aufgespalten wird (e). Bei einem groBen Eisenangebot koénnen sich die Siderosomen reversibel zu
groferen Schollen zusammenlagern (f). — Die Eisenpartikel werden im Laufe der Zeit umgebaut,
und zwar zunichst zu faden- bis kommatérmigen 150 A langen Micellen (d—f) und schiieBlich zu den
viereckigen, punktférmigen 55 A groBen Micellen des Ferritins. Gleichzeitig wird von der Zelle an die
Siderosomen die organische Trigersubstanz abgegeben. (Diffuse Grauténung in d—g).

verabfolgte Risenlosung, B 150 A lange RNisenmicellen, W 55 A groBe Micellen des Ferritins

2. Wo wird das Eisen in der Zelle abgelagert ?

In Ubereinstimmung mit Scrurz (1956—1958), Greseking (1957, 1958),
LinpNER (1958), RicuTEr (1957—1959) u. a. stellten wir fest, dafl phagocytiertes
Risen bauptsichlich in 0,1—1 y grofien, gut abgegrenzten, intracytoplasmati-
schen Kérpern abgelagert wird, die wir in Anlehnung an RicmTER (1957) als
Siderosomen bezeichnet haben. Uber die Natur dieser Speicherorganellen gehen
die Ansichten noch auseinander. So ist es insbesondere noch ungeklirt, wie sich
Siderosomen neu bilden, und aus welchen Vorstufen sie gegebenenfalls entstehen.
Die verschiedenen Meinungen lassen sich in zwei Punkten zusammenfassen:
Eine Gruppe von Autoren filhrt die Siderosomen auf vorgebildete Cytoplasma-
organellen zuriick, welche ein besonderes Speicherungsvermogen besitzen und bei
der Verarbeitung des Kisens ihre Gestalt und Zusammensetzung dndern sollen.



Verarbeitung und Speicherung von phagocytiertem Eisen 523

Andere vertreten die Ansicht, daf die speichernden Granula durch den Vorgang
der Phagocytose neu entstehen, daBl ihnen also nicht préformierte strukturelle
Differenzierungen des Cytoplasmas zugrunde liegen. Im einzelnen beruhen diese
Anschauungen auf folgenden Beobachtungen:

RrcaTer (1957, 1958) fand in den Siderosomen von Parenchymzellen der Leber von
Reticulumzellen der Milz und von Tubulusepithelien der Niere kurze Membranstrukturen,
die an die Christae mitochondriales erinnerten. Da die eisenhaltigen Zellgranula aulerdem
in ihrer GréBe weitgehend den Mitochondrien entsprachen, hielt er es fiir moglich, dal} sie
aus diesen Zellorganellen entstanden wiren. Thre uneinheitliche Struktur fithrte er auf Ent-
wicklungs- und Alterungsvorginge zuriick, die mit der Eisenverarbeitung und Speicherung
einhergehen sollten. Brssis und BrEToN-Gorius (1957) wiesen auf die Eisenspeicherung von
Mitochondrien von Erythroblasten hin. Auch nach Carorr u. Mitarb. (1957) wird Eisen in
Mitochondrien abgelagert. Demgegeniiber betont aber MiLLER (1958), daf die Deutung der
Speichergranula als verinderte Mitochondrien noch nicht als gesichert gelten diirfte. Weder
morphologisch noch biochemisch ist es nach der Ansicht dieses Autors gerechtfertigh, Mito-
chondrien generell als Speicherorganellen zu bezeichnen. Auch GiesExine (1957, 1958) hebt
ausdriicklich hervor, dal phagocytiertes Eisenhydroxyd keine Beziehungen zu Mitochondrien
erkennen 146t.

ScuuLz (1956) ordnete die eisenhaltigen Cytoplasmagranula den Cytosomen zu, die nicht
nur der Speicherung von Eisenhydroxyd dienen, sondern auch andere Substanzen, wie
kolloidale Kieselsdure (Porrcarp und Mitarb. 1957) und Eiweiistoffe aufnehmen. An
Hand von Untersuchungen am Alveolarepithel stellte Scrurz (1958) eine Entwicklungsreihe
der Cytosomen auf, deren Grundform mit den von RHODIN (1954) in Birstensaumzellen von
Tubulusepithelien der Mauseniere, sowie mit den von RovuiLLER und BrNHARD (1956) in
regenerierenden Leberzellen und nach Tetrachlorkohlenstoffvergiftung als ,,Microbodies®
beschriebenen Gebilden identisch sein soll. Begonders interessant ist die Beobachtung, daf} in
,»Microbodies*‘ auch Doppelmembranen auftreten kénnen (GawsveEr und RovrLner 1956,
Rovmrer und BerNuarp 1956, Scrurz 1958). Vielfach wird daher angenommen, daf} diese
corpusculidren Cytoplasmaelemente auch Vorstufen von Mitochondrien sein kénnen.

GresExING (1957, 1958) beobachtete in Alveolardeckzellen der Lunge bei der Resorption
und Speicherung von kolloidalem Eisen und anderen Metallhydroxyden, dal diese Fremd-
korper keine Beziehungen zu préiformierten strukturellen Differenzierungen des Cytoplasmas
besaBlen, sondern in zundchst wasserhaltigen Vacuolen abgelagert wurden, die bei der Pino-
cytose entstanden waren. Diese intracytoplasmatischen Hohlrdume erwiesen sich als sehr
bestindig und stellten auch die Sammelplatze fiir die zunichst diffus im Cytoplasma abge-
lagerten Metallteilchen dar, die sich dann sekundir in jthrem Inneren anreicherten. Hier er-
folgte auch die weitere Verarbeitung der Fremdkorper.

ParapE (1956) fand im Cytoplasma von Makrophagen der Milz 0,1—1 x grofe polymorphe
Gebilde, die er als ,,round bodies*‘ oder ,,residual bodies‘‘ bezeichnete. Sie enthielten eine
feinkoérnige, sehr dichte Substanz, bei der es sich nach der Ansicht dieses Autors wahrschein-
lich um gespeichertes Eisen, und zwar um Ferritin und Hamosiderin handelte. PALADE, ver-
mutete, dal diese eisenhaltigen Koérper bei der Phagocytose entstehen und moglicherweise
Reste von Vacuolen darstellen. In Leberzellen beschrieben Parap® und Sigxrvirz (1956)
den ,,residual bodies** weitgehend dhnelnde osmiophile peribilidre Korper (,,dense peribiliar
bodies*’) von rundlicher Gestalt, die bevorzugt um die Gallencapillaren angeordnet sind.
Thre Gestalt war uneinheitlich ; nicht selten enthielten sie auch kleine, kontrastreiche Granula
von 40—80 A Durchmesser, denen moglicherweise organische Metallverbindungen zugrunde
lagen. (Entsprechende Beobachtungen verdffentlichten RouiLrer (1956), Fawcrrr (1955),
sowie GaNsLER und RoviLLER (1956).

Novikorr, BEaUuFaYy und pE DUvE (1956) beschrieben in einer Lysosomenfraktion der
Rattenleber 0,25-—0,5 u groBe, vielgestaltize Korper (,,dense bodies‘’) mit kontrastreichen
Partikeln von durchschnittlich 56-——76 A Durchmesser, die sie fiir Ferritin hielten. Sie ge-
langten zu der Ansicht, daB die von RourLner (1956) beschriebenen ,,dense bodies den
Liysosomen der Biochemiker entsprechen. Bemerkenswert ist der Hinweis von BexeTT (1956),
daff die von Novikorr u. Mitarb. untersuchten Lysosomen anderen intracytoplasmatischen
Gebilden weitgehend #hneln, welche bei der Phagocytose und Pinocytose entstehen. Er
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vermutet, dafl den Lysosomen kondensiertes phagocytiertes (bzw. pinocytiertes) Material
zugrunde liegt, und nimmt an, daf ihre Enzymausstattung der Verarbeitung und dem Abbau
dieser Substanzen dient.

Vergleicht man unsere Befunde mit den erwihnten fritheren Untersuchungen,
so zeigh es sich, daBl phagocytiertes Eisenhydroxyd und Himoglobin nicht in pri-
formierten corpusculiren Cytoplasmaorganellen abgelagert werden. In Uberein-
stimmung mit GIESERING (1957, 1958) fanden wir in keinem Stadium der Eisen-
verarbeitung Beziehungen des in die Makrophagen eingeschleusten Eisens zu
Mitochondrien®. Des weiteren erfolgte die Ablagerung des Eisenhydroxyds
auch nicht im Bereich von praeformierten osmiophilen Korpern (oder in
,-Microbodies*’), zumal diese Cytoplasmastrukturen in Makrophagen des Fremd-
kérpergranulationsgewebes nicht in nennenswertem Umfang vorkommen. Es
wiirde auch dem 6konomischen Prinzip der Zelle widersprechen, hochwertige
Speicherorganellen gewissermaBen auf Vorrat, d. h. ohne unmittelbaren Bedarf
anzulegen. In Ubereinstimmung damit stellten wir in fritheren Experimenten
fest, daB auch die bei Phagocytose erforderliche Enzymausstattung der Zelle
erst im Augenblick des Bedarfs gebildet wird (Gupiek und BonTrE 1957).

Die eisenspeichernden Zellgranula (Siderosomen) gehen vielmehr aus den
bei der Phagocytose durch Membranvesikulation gebildeten eisenhaltigen Vacuo-
len hervor. Durch die liickenlose Verfolgung der einzelnen Entwicklungsstadien
der Eisenverarbeitung in Makrophagen lief sich die allm#hliche Umwandlung
der priméren Cytoplasmavacuolen in Eisenspeichergranula (Siderosomen) zeigen.
Diese behalten auch spater weitgehend die duBere Form der priméren Ablagerungs-
orte bei. Die bei der Membranvesikulation gebildeten eisenhaltigen Vacuolen
stellten also die Cytoplasmazentren dar, in denen die Speicherung und weitere
Verarbeitung des Eigens stattfindet. Dabei wird einerseits ein Umbau der Eisen-
micellen vorgenommen, und andererseits die begrenzende Membran verstirkt
sowie organisches Material vom iibrigen Cytoplasma an die Vacuolen abgegeben
(vgl. Abb. 12).

Einen Umbau dieser Siderosomen in Mitochondrien, der auch von vorne-
herein aus biologischen Griinden wenig Wahrscheinlichkeit hétte, war in keinem
Stadium der Versuche feststellbar. Keinesfalls mochten wir die in dlteren Sidero-
somen gelegentlich auftretenden Membranstrukturen in diesem Sinne deuten. —
In keinem Fall haben wir auch eine sekundére Zusammenlagerung von einzeln
in dag Cytoplasma gelangten Eisenmicellen zu Siderosomen beobachtet.

Auch Harrorp, Hamrix und PARKER (1957) gelangten bei Versuchen mit kolloidalem
Gold zu der Ansicht, daB es sich bei diesem metallspeichernden ,,globoid structures‘‘ nicht um
Mitochondrien, sondern um umgewandelte, durch Pinocytose in das Cytoplasma aufge-
nommene goldhaltige Vacuolen handelt. Diese erhalten in spiteren Stadien eine dichtere
Grundsubstanz und konnen unter Umstinden unregelmiBige Membranstrukturen ent-
wickeln.

Bei dem Vergleich unserer Befunde mit den von Greseking (1957, 1958),
Linpxer (1958), RicHTER (1957—1958) und Scuunz (1956—1958) verdtfent-

1 Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit ist eine Verdifentlichung von BEssts erschienen
[J. biophys. biochem. Cytol. 6, 237—239 (1959)]. — Dabei wurde gefunden, da — #hnlich
wie wir es bei unseren Experimenten in Makrophagen beobachteten — auch die Reticulum-
zellen der Milz das Eisen in unregelmafig begrenzten Depots und nicht in Mitochondrien
ablagerten. Zur Genese dieser Eisenansammlungen lief sich an Hand dieser Versuche nicht
Stellung nehmen.
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lichten Bildern fillt die weitgehende Ahnlichkeit, ja vielfach sogar die Uber-
einstimmung zwischen den wunter verschiedenen Versuchsbedingungen ent-
standenen eisenspeichernden Zellgranula auf. Bei den in Makrophagen ver-
schiedener Organe gebildeten Siderosomen ist diese Feststellung an sich nicht
iiberraschend, wenn man berticksichtigt, dafl die kausale und formale Genese
dieser Granula im Prinzip stets die gleiche ist: Sie entstehen in den zur Phago-
cytose befahigten Zellen bei einem groBen ortlichen Angebot von eisenhaltigen
anorganischen oder organischen Substanzen. Auch die Einschleusung dieser
Stoffe in das Cytoplasma der Speicherzellen diirfte — genau wie bei unseren
Experimenten — stets zum iberwiegenden Teil auf dem Weg der Membran-
vesikulation erfolgen.

Den Unterschied zwischen den Befunden von GIEsSEKING, bei denen die
groben Eisenpartikel in nicht préformierten Cytoplasmavacuolen lagen und den
Ergebnissen von ScHULz, LINDNER u. a., welche das Eisen bereits in Siderosomen
mit dichter Grundsubstanz und teilweise ferritinartiger Struktur fanden, mochten
wir in Anbetracht unserer Experimente darauf zuriickfithren, daB verschiedene
Stadien ein und desselben Umbauvorganges erfalit wurden. Diese Moglichkeit ist,
wie wir auch bei unseren Versuchen gesehen haben, dadurch gegeben, daf} die
Geschwindigkeit des Umbauvorganges in Makrophagen je nach den Versuchs-
bedingungen stark wechseln kann, so daB auch nach gleichen Beobachtungszeiten
unter Umsténden verschiedene Entwicklungsstadien erfafit werden.

Besonders interessant ist aber auch die weitgehende Ahnlichkeit der Siderosomen
in Makrophagen mit den von RICHTER beschriebenen eisenspeichernden Granula in
den Zellen der physiologischen Speicherorgane, wie Leber, Milz und Niere. Denn
es ist recht unwahrscheinlich, das auch das Eisen, welches durch das Transport-
eiweill Siderophilin an die Parenchymzellen herangefiithrt wird, auf dem Weg der
Membranvesikulation in das Cytoplasma gelangt und in pinocytotisch ent-
standenen Vacuolen angehéuft wird. Ungekldrt ist auch noch die Frage, in
welchen Cytoplasmabezirken die in die Parenchymzellen aufgenommenen Eisen-
micellen primér abgelagert werden, und auf welche Weise sie sich zu grofleren
granuldren Ansammiungen (Siderosomen) zusammenfiigen. Die von RicHTER
(1957, 1958) zunachst geduBerte Vermutung, daB in diesen Zellen die Eisen-
verarbeitung in Mitochondrien erfolgt, ist nicht unwidersprochen geblieben; und
in einer neueren Arbeit (1959) nimmt dieser Autor es auch nicht mehr als ge-
sichert an, daB den Siderosomen der Parenchymzellen tatsichlich umgeformte
Mitochondrien zugrunde liegen. Jedenfalls bedarf diese Frage dringend der
weiteren Bearbeitung.

In jedem Fall hat es aber den Anschein, dal die eisenspeichernden Granula
trotz ihrer unterschiedlichen kausalen und méglicherweise auch verschieden-
artigen formalen Genese zu sehr dhnlichen, oft elektronenoptisch und histo-
chemisch nicht mehr voneinander zu unterscheidenden Endprodukten, nimlich
den Siderosomen, umgeformt werden. Offenbar vermégen also in Granula ver-
schiedener Herkunft und Genese, wie es LINDNER (1958) schon vermutete, gleich-
artige Stoffwechselvorginge abzulaufen. Auf diese Weise kénnte man sich vor-
stellen, daBl durchaus verschiedene Arten der Eisenangebote und der Eisen-
aufnahme schliefilich morphologisch und biochemisch zu der gleichen oder sehr
dhnlichen Form der Eisenspeicherung fithren.
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3. Wie verdndern sich die Eisenmicellen wihrend der Phagocytose und Speicherung ¢

Die Mesenchymzellen prdgen die in ihr Cytoplasma eingeschleusten, ur-
springlich sehr unterschiedlichen Eisenpartikel zunédchst zu uniformen faden- bis
kommaférmigen etwa 150—200 A groBen Micellen und schlieBlich zu den 55 A
groBen Micellen des Ferritins um. Beiden sieht man elektronenoptisch schliel3-
lich nicht mehr ihre Herkunft an. Auch der Abstand dieser kleinen Kisen-
teilchen voneinander stimmt in den Eisenablagerungen verschiedener Herkunft
weitgehend iberein.

Unterschiede bestehen nur in der Geschwindigkeit des Eisenumbaues, die
offenbar von zwei Faktoren abhéngt: Einmal iibt die Art des verabfolgten Eisens
einen EinfluB aus; und zwar insofern, als anorganisches Eisen sehr viel langsamer
umgelagert wird als Hamoglobineisen. Zur gleichen Feststellung sind wir bereits
frither bei lichtmikroskopischen Untersuchungen tiber die Eisenspeicherung
gelangt (GEDIEK und StrAUSS 1954). Offenbleiben muf} jedoch vorerst die Frage,
warum die nach der Verabfolgung von kolloidalem Eisen und bei der Verarbeitung
von Hémoglobin zundchst auftretenden faden- bis kommaférmigen Micellen trotz
ihrer elektronenoptisch gleichen Struktur verschieden schnell weiterverarbeitet
werden. Vielleicht bestehen doch Unterschiede in dem inneren Gefiige dieser
Micellen, die mit unseren Methoden noch nicht erfalt werden konnen. AuBerdem
spielt die Menge des injizierten Eisens eine Rolle, denn der Umbau der Eisen-
partikel geht nach der Verabfolgung kleiner Eisenmengen stets sehr viel schneller
vor sich als bei der Verarbeitung groferer Fisenangebote.

4. Wo lassen sich die organischen Bestandteile (Trdgersubstanzen) des EHisen-
pigmentes nachweisen ?

In der jingsten Zeit sind die organischen Bausteine des Hisenpigmentes an
menschlichen Organen und im Tierexperiment néher untersucht worden (GE-
pIGK u. Mitarb. 1953—1958, sowie GOssNER 1953). Dabei zeigte es sich, dafl
die Sideringranula aufler Proteinen eine stark PAS-positive Substanz enthalten.
Die nihere histochemische Charakterisierung ergab, dal} die mit der Perjodsédure-
oxydation erfaliten o-Glykolgruppen einem Mucopolysaccharid oder einem Muco-
(bzw. Glyko)proteid angehéren. Daneben fanden sich in geringerem Umfang
(und keinesfalls regelmiBig) schwer 1osliche Fettstoffe. Weiterhin wurde licht-
mikroskopisch nachgewiesen, daf sich die Proteine und Polysaccharide im Cyto-
plasma der Speicherzellen genau im Bereich des gespeicherten Hisenhydrates
befanden und eine ausgesprochene Affinitit fiir kolloidales Eisen besaBlen: Nach
der Entfernung des Eisens mit Salzséure oder mit Oxalssiure konnte der eisen-
freie Restkorper ohne weiteres wieder mit Hisen beladen werden. Die Bildung der
organischen Trigersubstanz des Siderinpigmentes wurde als Reaktion der Zelle
auf die Ablagerung von iiberschiissigem, nicht durch Apoferritin gebundenen
Kisens gedeutet. Wahrend das Apoferritin speziell auf die Speicherung des Hisens
und auf die besonderen Erfordernisse des Eisenstoffwechsels zugeschnitten ist,
handelt es sich bei der Tréigersubstanz nicht um eine Besonderheit des Kisen-
pigmentes, sondern um ein ,,unspezifisches’ Zellprodukt, das zur Bindung
verschiedenartiger anorganischer Stoffe befdhigt ist (GEpiar 1955, 1958).

WonrEr und Brerie (1959) beschrieben unlingst in isolierten Siderinpartikeln der Milz
einen Desoxyribonucleoidgehalt von 25%, der ungefihr dem DNS-Gehalt von Zellkernen
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entspricht. Der nach der Entfernung des Eisens zuriickbleibende organische Restkdrper
miite demnach sogar 60% DNS enthalten. Obwohl das gelegentliche Vorkommen kleinerer
DNS-Mengen im Cytoplasma durchaus bekannt ist, wire ein derartiger hoher Gehalt an
Desoxyribonucleinsiuren in Cytoplasmastrukturen doch ungewohnlich. Weiterhin ist zu be-
riicksichtigen, dall weder mit Gallocyanin-Chromalaun noch mit der Feulgenreaktion im
Siderin Desoxyribonucleinsduren nachweisbar sind, obwohl der Nucleinsdurenachweis unter
den gleichen Bedingungen und mit den gleichen Methoden in anderen Strukturen bekanntlich
keinerlei Schwierigkeiten bereitet und sogar der quantitativen Auswertung zuginglich ist.
Daher ist die Vermutung naheliegend, daf diese zweifellos exakten chemischen Analysen
doch nicht an reinen (,,unverdnderten‘‘) Pigmentkérnchen vorgenommen worden sind, und
daB das Ergebnis dieser Untersuchungen durch Artefakte beeintrachtigt worden ist, die
bei der Aufarbeitung des Gewebes und der Isolierung einzelner Zellstrukturen manchmal
zustande kommen und sich mikroskopisch unter Umsténden nicht ohne weiteres nach-
weisen lassen. Jedenfalls hat die Meinung, dafl im Siderin 25%, d.h. in seiner Trager-
substanz 60% DNS enthalten sind, wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich und bedarf dringend
der Nachprifung.

Von besonderem Interesse ist die Frage nach der submikroskopischen Er-
fassung der Trigersubstanz des Siderins. GreserING (1957, 1958) beobachtet in
den metallhydroxydhaltigen Vacuolen der Alveolardeckzellen der Lunge eine
Anreicherung und Verdichtung von cytoplasmatischen Substanzen, die schlie3lich
als homogene Masse die intracytoplasmatischen Hohlrdume ganz ausfiillten. Die
Autorin nahm an, daB diese elektronenoptisch homogen erscheinenden, zu den
Metallhydroxydablagerungen sekundér hinzutretenden Stoffe mit der histo-
chemisch nachgewiesenen organischen Trigersubstanz identisch sind. Auch
MR (1958) hélt es fiir wahrscheinlich, dall die organischen Trigersubstanzen
in den Siderosomen, d. h. in den eisenspeichernden Granula selbst lokalisiert
sind.

Im Uterus normaler und vitamin-E-frei ernéhrter Ratten fand Linpner
(1958) in den Makrophagen zwischen glatten Muskelfasern neben Lipopigmenten
auch reichlich Eisenpigmentkérnchen. Submikroskopisch zeigten sich innerhalb
und neben den Sideringranula homogene graue Substanzen, die méglicherweise
der organischen Trigersubstanz entsprachen. Allerdings wurde die Deutung
dieser Befunde dadurch erschwert, daB im Uterus vitamin-E-frei erndhrter Ratten
neben echten Eisenpigmentkdrnchen auch lipogene Pigmente abgelagert werden.
Vor allem treten beide Pigmenttypen nicht selten in ein und denselben Phago-
cyten auf, so daBl es unter Umstdnden zu einer engen riumlichen Bezichung
zwischen den gespeicherten Fettstoffen und dem abgelagerten Eisen sowie
seiner organischen Trigersubstanz kommt. AuBerdem wird manchmal das beim
Gewebsuntergang frei werdende Eisen von der Oberfliche der gelblichen bis
gelblichbraunen Lipopigmentkdrnchen adsorbiert. Die submikroskopische Unter-
scheidung zwischen den echten Trédgersubstanzen des Siderinpigmentes und den
mehr oder weniger zufillig, und an sich unabhéngig von der Eisenablagerung
auftretenden Lipopigmenten (Begleitstoffe), diirfte deshalb unter diesen Versuchs-
bedingungen recht schwierig sein.

Da zwischen den beiden Speicherformen des Eisens, dem Ferritin und dem
Hamosiderin, enge funktionelle Beziehungen bestechen (HErLmeverR 1957), ist
wiederholt die Vermutung geduBert worden, dafi in dem organischen Anteil des
Siderinpigmentes auch Apoferritin enthalten ist (Fixcr u. Mitarb. 1950, Gra-
NIcK 1846—1954, SmoprN u. Mitarb. 1953, Rrcuter 1957--1959), oder daf
vielleicht Abbauprodukte dieses Proteins zum Aufbau der Trigersubstanz des
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Siderins mitverwendet werden. Die bisherigen Versuche, Apoferritin in den
isolierten Sideringranula chemisch nachzuweisen, haben jedoch keine einheit-
lichen Resultate geliefert: Wihrend BeoRENS und TAUBERT (1952) im isolierten
Himosiderin kein Ferritin fanden, gelang unlingst WOHLER und Birric (1958)
der Nachweis von Apoferritin oder von Bruchstiicken dieses Proteins im iso-
lierten Hémosiderin der Milz.

Auch submikroskopisch ist mehrfach versucht worden, Ferritin in Kisen-
pigmentgranula direkt darzustellen. Streng genommen beschrinken sich diese
Untersuchungen aber auf den Nachweis der Eisenmicellen, da eine unmittelbare
Beobachtung des Eiweianteils des Ferriting wegen seines schwachen elektronen-
optischen Kontrastes bisher nicht moglich war. Somit ist auch eine eindeutige
submikroskopische Abgrenzung des Apoferritins von der gleichfalls elektronen-
optisch nicht ohne weiteres sichtbaren Trégersubstanz des Siderins nicht ge-
lungen.

Alle elektronenmikroskopischen Angaben iiber die organische Komponente
des Ferritins stiitzen sich daher letzen Endes bloB} auf die Messung der GréBe und
Form der Eisenmicellen und auf die Ermittlung ihres Abstandes voneinander
(vgl. LinDNER) : Der Durchmesser des Ferritins betrigt 94 45 A, die in ihm ent-
haltenen Eisenmicellen besitzen einen Durchmesser von 55 A. Wenn daher im
Cytoplasma liegende Eisenmicellen dieselbe Form und Gréfe wie im Ferritin
besitzen und in einem Abstand von 90—100 A zusammenliegen, so wird im
allgemeinen angenommen, da8 es sich um Ferritin handelt, dafl also die zwischen
den Eisenpartikeln liegenden homogenen, relativ kontrastarmen Massen Apo-
ferritin darstellen. Liegen die Micellen dichter beieinander, so kann es sich aus
réumlichen Griinden nicht um Ferritin handeln, weil diese Molekiile einen groBe-
ren Durchmesser haben. Den zwischen ihnen auftretenden homogenen Stoffen
diirfte dann die Tragersubstanz des Siderins zugrunde liegen. Schwieriger wird
die Frage, wenn die Eisenmicellen einen groBeren Abstand als 90—100 A von-
einander haben. In diesem Fall laBt sich elektronenoptisch tiber die Natur der die
Eisenmicellen umhiillenden Sroffe vorerst keine sichere Aussage machen.

Betrachten wir unter diesem Gesichtspunkt unsere Befunde, so zeigt es sich,
daB die Eisenmicellen der fritheren Stadien in ihrer GroéBe erheblich schwanken
und einen Durchmesser von etwa 150 A aufweisen. Thr Abstand voneinander
betragt etwa 150 A. Da sich diese Micellen in Form und GréBe deutlich von dem
Eisenbaustein des Ferritins unterscheiden, kann es sich bei den zwischen ihnen
liegenden Stoffen keinesfalls um Apoferritin handeln. Vielmehr ist anzunehmen,
daB diese Micellen in die ,, Tragersubstanz’‘ eingebettet sind. In dlteren Granu-
lomen finden sich in den Siderosomen aber stets auch punktférmige Risen-
partikel, in denen nicht selten auch die typischen 4 Untereinheiten der Eisen-
micellen des Ferritins erkennbar sind. Es ist daher naheliegend, da8 es sich bei
einigen Partikeln um den Eisenbaustein des Ferritins und bei ihrem Protein-
mantel demnach um Apoferritin handelt.

Da die Micellen aber hiufig einen viel groBeren Abstand als 100 A besitzen,
ist es sehr unwahrseheinlich, daB die zwischen ihnen gelegene Grundsubstanz nur
Apoferritin darstellt, weil die Bildung dieses hochwertigen Proteins immer nur
in dem Umfang erfolgt, wie es zur Eisenbindung benétigt wird. Aus diesen
Grinden moéchten wir annehmen, daB die beschriebene Grundsubstanz der
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Siderosomen zwar auch Apoferritin enthélt, dall es sich aber hauptsichlich um
die lichtmikroskopisch nachgewiesenen Tragersubstanzen handelt.

Dabei ist die Tatsache bemerkenswert, daB offenbar nicht nur die Parenchym-
zellen und retikuloendothelialen Elemente der typischen Eisendepotorgane, wie
Leber, Niere und Milz, das Speichereiweifl Apoferritin bilden kénnen, sondern
daf auch die aus Histiocyten entstehenden Makrophagen eines subcutanen
Fremdkorpergranuloms zur Synthese dieses hochwertigen Proteins beféhigt sind.

An Hand unseres Materials haben wir aulerdem danach getrachtet, durch
vergleichende lichtmikroskopische und elektronenoptische Untersuchungen eine
Lokalisation der organischen Trigersubstanz des Siderinpigmentes vorzunehmen.

Dabel stellten wir fest, dafl synchron mit dem Nachweis der PAS-positiven
Triagersubstanz des Eisenpigmentes in den durch Membranvesikulation gebil-
deten intracytoplasmatischen, eisenhaltigen Vacuolen allméhlich eine homogene
Substanz von mittlerer elektronenoptischer Dichte auftrat. Durch das Ein-
dringen dieser Stoffe in die Eisenkonglomerate wurden die Eisenmicellen, welche
zunichst sehr dicht gepackt nebeneinanderlagen, auseinandergedringt und waren
dann deutlich einzeln erkennbar. In Ubereinstimmung mit den:Beobachtungen
und SchluBfolgerungen von GIEsExiNe méchten wir deshalb annehmen, dal} es
sich bei diesen in die Vacuolen eindringenden homogenen Stoffen um die von den
Makrophagen gebildete organische Tragersubstanz des Siderins handelt. Auler-
halb der Siderosomen waren derartige homogene Stoffe von entsprechender
optischer Dichte nicht nachweisbar.

Bei diesen Deutungen mub jedoch einschrinkend beriicksichtigt werden, daf3
sich die ,,Identifizierung* der Trégersubstanzen im elektronenmikroskopischen
Bild zundchst auf zwei Beobachtungen stiitzt, ndmlich erstens auf das gleich-
zeitige Auftreten der lichtmikroskopisch nachweisbaren organischen Bestandteile
des Siderins und der elektronenoptisch sichtbaren ,,homogenen, grauen®, also
schwach osmiophilen Stoffe in den Siderosomen und zweitens auf die engen
morphologischen Beziehungen, welche diese mit verschiedenen Methoden dar-
gestellten Substanzen zu den Eisenablagerungen aufweisen. Wegen des Fehlens
submikroskopisch anwendbarer Reaktionen zum topochemischen Nachweis von
Proteinen und Kohlenhydraten ist ein direkter Vergleich der lichtmikroskopischen
und elektronenoptischen Bilder derzeit noch nicht moglich.

5. Welche Folgen haben die Eisenablagerungen fir die speichernden Zellen ?

Unmittelbar nach der subcutanen Injektion der Eisenlésungen und des
Hémoglobins zeigen die in ihrem Bereich liegenden Zellelemente, und insbe-
sondere auch die Makrophagen, eine Unschirfe der cytologischen Membran-
strukturen (z. B. Ergastoplasmalamellen und Mitochondrien). Diese Verdnderun-
gen, die auch bei anderen regressiv verdnderten Zellen auftreten, diirften der
Ausdruck fir eine Zellschiddigung durch das in groBen Mengen eingefithrte Eisen
sein. Spéter, nach Anhidufung des Fisens in Siderosomen waren derartige patho-
logische Transformationen des Ergastoplasmas und der Mitochondrien nicht mehr
zu sehen.

Somit hat es den Anschein, dab das anorganische Eisenhydroxyd, welches
im freien Zustand wegen seiner Affinitdt zu den verschiedensten Proteinen im
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Zellinneren durch Inaktivierung lebenswichtiger Fermente zweifellos zur Zell-
schidigung fithren miiBte, in den bei der Phagocytose gebildeten priméren Vacuolen
zunichst durch die Reste der umgrenzenden Zellmembran und dann durch die von
der Zelle um die Siderosomen gebildete dicke Membran am Eindringen in das
Grundcytoplasma gehindert wird. Kurze Zeit spater wird es dann durch die in die
Vacuolen eindringende Tréigersubstanz gebunden und unschédlich gemacht.

In den Makrophagen éalterer Granulome (nach 5 Monaten), also nach dem
Abtransport eines groBen Teiles des gespeicherten Hisens, kam es gelegentlich
infolge des Auseinanderweichens von Ergastoplasmalamellen zur Bildung weiter,
elektronenoptisch leerer Rdume. Daneben fand sich eine Schwellung und manch-
mal sogar eine ballonférmige Auftreibung der Mitochondrien. Gleichzeitig traten
pyknotische Kernverdichtungen auf. Diese regressiven Verdnderungen waren
anscheinend ein Ausdruck fiir die Nekrobiose der speichernden Zellen. Der
Zelluntergang wurde aber nicht durch die Eisenablagerung selbst ausgelost,
sondern diirfte vielmehr eine Art ,,Alterserscheinung’® darstellen und nur der
Ausdruck fir die allméhliche Riickbildung der Hisengranulome sein, die sich
schlieBlich in ein faserreiches (,,ruhendes‘‘) Bindegewebe umwandeln.

Gleichzeitig beobachteten wir im Cytoplasma einzelner eisenspeichernder
Zellen etwa 80 A breite, nicht periodisch unterteilte Fasern mit schwacher Ober-
flichenosmierung. In den élteren Granulomen nahmen sie an Zahl, Gré8e und
Dicke zu. Vielleicht handelt es sich bei diesen Gebilden um eine Art Vorstufe der
kollagenen Tibrillen, wie wir es auch in Deciduazellen beobachten konnten
(WesseL). Ihre Entstehung beruht zweifellos nicht auf einer spezifischen Wir-
kung des phagozytierten Eisens, sondern stelit eine allgemeine Reaktion der
mesenchymalen Zellelemente (Fibroblasten) von Fremdkorpergranulomen dar,
in denen mit zunehmendem Alter reichlich kollagene Fasern auftreten (Abb. 11).

Zusammenfassung

Subcutan injiziertes anorganisches und organisches Eisen wird von den
phagocytierten Zellen auf dem Weg der Invagination und Vesikulation der Zell-
membran in das Cytoplasma eingeschleust. Die hierbei entstehenden ,,primaren‘
intracytoplasmatischen eisenhaltigen Vacuolen werden allméhlich unter gleich-
zeitiger Verstdrkung ihrer begrenzenden Membran in Siderosomen umgebaut;
sie stellen also die Cytoplasmazentren dar, in denen die Verarbeitung und Spei-
cherung des Eisens erfolgt.

Dabei werden die Eisenpartikel zunichst zu etwa 150 A langen Micellen
umgelagert. Gleichzeitig gibt die Zelle in die Vacuolen ein relativ kontrastarmes
organisches Material ab, welches die Micellen umgibt und offenbar Arteile der
organischen Trigersubstanz des Eisenpigmentes darstellt. Nach lingerer Ver-
suchsdauer erfolgte eine allmihliche Umwandlung der Eisenpartikel in die 55 A
groBen, viereckigen Micellen des Ferritins, in denen vielfach deutlich die typische
Vierergruppierung nachweisbar war.

Priformierte Cytoplasmaorganellen, wie Mitochondrien, ,,Microbodies* usw.
nahmen in keinem Stadium der Experimente an der Verarbeitung und Speicherung
des Kisens teil.

Die Verarbeitung des anorganischen (kolloidalen) Eisens und des Himo-
globin-Eisens erfolgte in prinzipiell der gleichen Weise. Den gespeicherten Eisen-
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micellen und den Siderosomen ist schliefilich ihre Herkunft nicht mehr anzusehen.
Ein Unterschied besteht nur in der Geschwindigkeit der Eisenverarbeitung, und
zwar insofern, als das organisch gebundene Eisen des Hamoglobins erheblich
schneller umgebaut wird als das anorganische kolloidale Eisen.

Summary

Organic and inorganic iron injected subeutaneously is engulfed by phago-
cytizing cells by means of the invagination and vesiculation of the cell membrane
into the cytoplasm. The “primary” iron-containing vacuoles formed in this
.aanner are gradually transformed into siderosomes by the simultaneous increase
in their limiting membranes; these vacuoles thus represent the cytoplasmic
centers where the digestion and storage of iron occur. The iron particles become
surrounded by micelles measuring about 150 A. At the same time the cell gives
off into the vacuoles a relatively contrast-poor, organic material which encloses
the micelles. This material apparently represents components of the “carrier-
substance” (Triagersubstanz) of the iron pigment. In prolonged experiments a
gradual transformation of the iron particles into four-cornered ferritin micelles,
of 55 A size, occurs, in which the typical quadruplets can be often clearly demon-
strated.

Preformed cytoplasmic organelles, such as mitochondria, “microbodies”, ete.
did not take part in the digestion and storage of iron in any stage of the
experiments.

The digestion of the inorganic (colloidal) iron and the hemoglobin iron occurs
essentially in the same manner. The origin of the phagocytized micelles of iron
and of the siderosomes can not be distinguished. A difference in the rapidity of
the iron digestion, however, exists; the organically-bound iron of the hemo-
globin is broken down considerably faster than the colloidal inorganic iron.
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