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In fritheren Untersuchungen haben wir nachgewiesen, dal} das Kollidon (K.),
der als Plasmaexpander wirksame Bestandteil des Blutersatzmittels ,,Periston®,
im Organismus in erheblichem AusmaB cellulir gespeichert wird (HEIN-
1EIN und HOUBNER). Neben einer Speicherung in Leber, Nieren und Milz war
besonders das sog. RES im weiteren Sinne, das Bindegewebe betroffen. Bei der
Untersuchung alter K.-Ablagerungen war von uns in Ubereinstimmung mit anderen
Autoren (FrESEN und WEESE, BARNER u. a.) festgestellt worden, daf} diese alten
Ablagerungen héiufig von einer eisenpositiven Hiille umgeben waren. Wir konnten
zudem die Feststellung machen, daB alte K.-Ablagerungen PAS-positiv reagieren.
Angeregt durch die Untersuchungen von Gapick u. Mitarb. tber die Zusammen-
setzung und die formale Genese des Hamosiderins, tiber die Speicherung von
Schwermetallverbindungen und von Kieselséurederivaten stellten wir systemati-
sche Untersuchungen dariiber an, ob es auch bei der K.-Speicherung in den spei-
chernden Zellen zur Bildung organischer Substanzen kommt. Das K. als reak-
tionstriges chemisch genau charakterisiertes organisches korperiremdes Kolloid,
das zudem fiir die Zelle ein indifferenter Stoff ist, schien uns besonders geeignet,
die Vorgénge zu untersuchen, die bei der celluldren Stoffspeicherung kolloidaler
Stoffe ablaufen.

Material und Methoden

Wir untersuchten die Organe von Ratten und Mausen, die wir zum Teil bereits zu unseren
fritheren Untersuchungen herangezogen hatten (HeINLEIN und HUBwER, HiiBNER). Diese
Tiere hatten das K. in Form der handelsiiblichen Losung ,,Periston‘‘ (Bayer) entweder intra-
venos, intraperitoneal oder subcutan appliziert erhalten. In dem Praparat liegt das K. als
3,5%ige Losung vor. Die Tiere hatten Dosen von 0,3—3,0 g K. pro kg Korpergewicht erhalten.
Zwei Ratten war die hohe Dosis von 15 g/kg Korpergewicht in zahlreichen aufeinanderfolgen-
den Injektionen zugefithrt worden. Das Intervall zwischen der K.-Gabe und dem Tod des
Tieres lag zwischen 14 Std und 2 Jahren, wobei die beiden Tiere mit der erwihnten hohen
Dosierung 1Y/, bzw. 2 Jahre nach der letzten Injektion getotet worden waren. Wir unter-
suchten weiter die Organe eines Hundes, der etwa 2 Jahre nach einer K.-Gabe von 1 g/kg
Korpergewicht verstarb und die Organe einer zur Sektion gekommenen Frau, die bei einer
chronischen Pankreatitis mit rezidivierenden Pankreasfettgewebsnekrosen in den letzten
2 Monaten vor dem Tode insgesamt 1700 cm? Periston N in mehrfachen aufeinanderfolgenden
Infusionen erhalten hatte.

Nach unseren fritheren Erfahrungen erschien uns das subcutane Bindegewebe und
die Leber als fiir unsere Untersuchungen besonders geeignet; in einzelnen Fillen kamen
jedoch auch andere Organe, wie Nebennieren, Nieren, Lymphknoten oder Pankreas zur
Untersuchung. Die Organe wurden im allgemeinen 18—24 Std in Formalin fixiert und in
der tiblichen Weise in Paraffin eingebettet. Von jedem Organ fixierten wir zudem ein Stiick
zum Nachweis des K. in dem von Jaxcsé angegebenen Fixierungsgemisch.
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Bei den angewandten histochemischen Methoden richteten wir uns im allgemeinen nach
den von GeDPIGK (1, 2) mitgeteilten methodischen Angaben.

Der K.-Nachweis ist wegen der guten Loslichkeit des K. in den iiblichen Fixierungs-
mitteln schwierig. Bei der von uns benutzten Nachweismethode wird es durch eine hoch-
konzentrierte Ammoniumsulfatlésung gefillt. Die methodischen Besonderheiten des K.-Nach-
weises im Schnitt erlauben nicht, daf3 an demselben Schnitt neben dem K.-Nachweis weitere
histochemische Untersuchungen ausgefithrt werden kénnen. Die histochemischen Reaktionen
miissen daher am Paraffinschnitt erfolgen, an dem das K., besonders bei jiingeren Ablage-
rungen, aus den speichernden Zellen durch die bei der Paraffineinbettung verwendeten wiB-
rigen und alkoholischen Medien wieder herausgelost ist. Es miissen immer Vergleichsschnitte
zur Untersuchung herangezogen werden, um die Lage der k.-speichernden Zellen genau fest-
zustellen. Diese lassen sich allerdings auch am paraffineingebetteten Material bei einiger
Ubung auf Grund ihrer morphologischen Besonderheiten leicht erkennen. Besonders giinstige
Verhaltnisse ergeben sich bei den stark speichernden Histiocyten des subcutanen Bindegewebes.
Diese fallen durch zahlreiche kugelige, etwa bis 2 u groie Vacuolen auf, die das ganze Cyto-
plasma erfiillen und nur den Kern freilassen. Sie entsprechen in Form, Grofie und Anordnung
genau den K.-Kugeln, die beim K.-Nachweis in diesen Zellen zu erkennen sind. Es war uns
stets moglich, die k.-speichernden Zellen auch am paraffineingebetteten Material aufzufinden.
Analog liegen die Verhiltnisse bei den Kupfferschen Sternzellen der Leber, den speichernden
Reticulumzellen der Milz und der Lymphknoten und bei den Histiocyten im Interstitium der
iibrigen Organe. Bei dlteren K.-Ablagerungen ergab sich eine andere methodische Schwierig-
keit. Hier war das K. haufig auch noch im Paraffinschnitt zu erkennen, wenn es mit einem
zum K.-Nachweis geeigneten Farbstoff, wie Kernechtrot oder Kongorot, angefirbt wurde.
Wir fanden eine Erscheinung, auf die schon HtssgrmMaNN in seinen Untersuchungen hin-
gewiesen hatte, namlich die, daf in diesen Féllen das im Schnitt verbliebene K. aus den spei-
chernden Zellen nicht mehr herausgelost werden konnte. Stundenlanges Behandeln der
Schnitte in wilrigen und alkoholischen Losungen sowie mit verdinnten S&uren konnte das
K. im Schnitt nicht mehr in Losung bringen. Je groBer der zeitliche Abstand zu der Injek-
tion wurde, desto leichter konnte das K. im Paraffinschnitt nachgewiesen werden, und desto
fester wurde es im Gewebe gebunden. Diese schwere Loslichkeit des K. in dlteren Ablage-
rungen kann in Parallele gesetzt werden mit der Tatsache, daBl das in vitro mit Ammonium-
sulfat gefallte K. ebenfalls nicht mehr gelost werden kann. Wir haben darauf bereits in
fritheren Untersuchungen hingewiesen (HUBNER). Diese Unloslichkeit des gefallten K.
erlaubt die Anwendung verschiedener Farbstoffe beim K.-Nachweis frischer Speicherungen.
Es dréingt sich bei diesen Beobachtungen die Vermutung auf, dal die mit der Zeit abnehmende
Loslichkeit des K. in der speichernden Zelle auf dhnlichen Vorgangen beruht, wie die Aus-
fallung des K. in vitro durch Salzlésungen. Schon HUsseLmMany hat darauf hingewiesen, und
wir mdchten uns seiner Meinung anschlieBen, dafi das K. in der speichernden Zelle einem
zunehmenden Wasserentzug ausgesetzt ist. Es diirfte sich um eine Alterung des K. handeln,
wobei der Wasserentzug in vitro durch die Salzlésung, in den Zellen durch die umliegenden
Eiweile und Elektrolyte eintritt. Hat diese Féallung erst ein bestimmtes Ausma$ erreicht,
dann ist sie irreversibel. Fiir eine chemische Verdnderung des K. in der Zelle oder fiir einen
Abbau des Fremdstoffes haben wir keinen Anhalt finden kénnen. Der stets gleiche Ausfall
der Farbreaktionen an frischen und 4lteren K.- Ablagerungen spricht unseres Erachtens dagegen.
Wir sahen das K. im iibrigen in allen untersuchten Organen cellulir gespeichert, amorphe
Ablagerungen, wie sie JECRELN, HUSSELMANN und ScrON im Interstitium der Organe sahen,
konnten wir nicht beobachten.

Bei der Anwendung histochemischer Farbeverfabren muBl noch auf die Eigenschaft des
K. hingewiesen werden, zahlreiche Farbstoffe adsorptiv zu binden. ScmEoLTAN hat die Ver-
haltnisse bei der Farbstoffbindung an das K. genau untersucht; im histologischen Schnitt
wurde die Affinitit des K. zu verschiedenen Farbstoffen ebenfalls in zahlreichen, auch
eigenen, Untersuchungen festgestellt (JECKELN, ScrON, HissELMANN, Literatur s. bei HEiN-
LEIN und HB¥ER). Wir haben daher, besonders in den Fallen, bei denen das K. nicht vollig
aus dem Schnitt herausgeldst wurde, uns dagegen zu sichern gesucht, daf das positive Farbe-
ergebnis bei den histochemischen Untersuchungen nicht durch eine Adsorption des verwen-
deten Farbstoffes an das K. verursacht war. Durch Modellversuche lie sich feststellen, dal3
eine Anfirbung des K. bei der PAS-Farbung nicht stattfindet. Der negative Ausfall der
PAS-Reaktion nach vorhergehender Acetylierung erbrachte noch eine zusétzliche Sicherung.
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Dasselbe gilt sinngemal fir die Tetrazoniumreaktion. Fiir Methylenblau und Toluidinblau
konnten wir die Angaben ScHOLTANS iiber eine fehlende Adsorption dieser Stoffe an das K.
bestétigen. Anders liegen die Verhéltnisse bei der Verwendung von Astrablau. Das K. wird
durch das Astrablau angefarbt, so daB ein positiver Ausfall der Astrablaufirbung keine Riick-
schlusse iber etwa vorliegende saure Mukopolysaccharide gestattet. Die Affinitit des K.
zu kolloidalen Eisenhydroxydlosungen bedarf einer gesonderten Betrachtung. Zellen, in
denen noch K. vorhanden ist, farben sich bei der der Behandlung mit kolloidalem Eisen fol-
genden Berliner Blau-Reaktion blau an, wobei allerdings héufiger das K. nur in Form einer

Fe K.
Abb. 1. Nebenniere. Hund H. X.-Speicherung 2 Jahre nach K.-Infusion. Kolloidale Eisenfidrbung
nach HALE. Kernechtrot. Vergr. 525mal. K. durch Kernechtrot angefirbt umgeben von
eigsenpositiver Hiille; an anderen Stellen direkt mit Eisen (Fe) beladen

Hiille als diffus angefarbt erscheint. Diese Hiillen entsprechen weitgehend den Eisenhiillen,
die man bei der Berliner Blau-Reaktion um altere K.-Ablagerungen erkennt. Die Eisenbindungs-
reaktion ist daher, ebenso wie die Astrablaufirbung, fiirr die histochemische Beurteilung der
untersuchten Zellen nur von geringem Wert. Es bleibt allerdings die Frage zu erortern, ob
die eisenpositiven Hiillen um K.-Ablagerungen nur auf einer Affinitit des K. zum kolloidalen
Eisenhydroxyd besteht, oder ob noch andere Stoffe anwesend sind, die fiir den positiven
Ausfall dieser Reaktion zusitzlich verantwortlich zu machen sind. Die eisenpositive Hiille
wies keine Eigenfarbe auf (Abb. 1).

Ergebnisse

Alte K.-Ablagerungen. Es handelt sich hier um die Félle, bei denen die voraus-
gegangene K.-Glabe linger als 1/, Jahr zuriicklag. Das K. liegt in den Histiocyten
der Subcutis bei diesen alten Ablagerungen in ldnglichen Zellen mit lingsovalen
Kernen. Die Zellen sind des ofteren zu Zellgruppen angeordnet. In ihrem Cyto-
plasma finden sich zahlreiche verschieden groBe Kérnchen von K., die sowohl
nach Spezialfixierung mit Ammoniumsulfat wie auch im Paraffinschnitt gut
nachweisbar sind. Das Cytoplasma einzelner Zellen ist nur mit wenigen oder nur
mit einer einzigen groBen K.-Kugel vollig angefillt. Ein Herauslosen des K.
aus den Zellen ist nicht moglich. In der Leber sieht man das K. auller in maBig
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zahlreichen Kupfferschen Sternzellen in groflen, bis zu 35y grofien blasigen
Gebilden, die manchmal in der Nihe der Glissonschen Felder, hdufiger aber auch
innerhalb der Lappchen liegen. In diesen Gebilden sind oft mehrere Kerne, aber
keine sicheren Zellgrenzen zu erkennen. Die Kerne liegen oft randsténdig. Es
laBt sich also nur schwer entscheiden, ob es sich um mehrkernige Riesenzellen
oder aber um zahlreiche dicht zusammenliegende zusammengesinterte k.-beladene
Einzelzellen handelt. Es finden sich in diesen Gebilden groBere und kleinere
Vacuolen, die meist schon im Paraffinschnitt eine eindeutige K.-Farbung geben.
Sie sind héufig von der erwihnten eisenpositiven Hiille umgeben. Bisweilen
erscheint das K. auch aus den Vacuolen herausgelost, diese erscheinen dann
optisch leer. Ahnliche Speichergebilde sieht man in den Lymphknoten. Je nach
dem untersuchten Organ ist der Ausfall der Eisenreaktion verschieden. Schon
BarNER wies darauf hin, daB in der Niere dem K. kein Eisen angelagert ist, selbst
dann nicht, wenn man es vorher zusammen mit einer kolloidalen Eisenlosung
injiziert hat. Auch wir konnten in der Niere, der Nebenniere und im Herzmuskel
nur sehr wenig oder gar kein Eisen an das K. angelagert finden, wihrend es an
den Ablagerungen in Leber, Milz und Lymphknoten reichlich vorhanden war.
Wir méchten uns der Meinung von BARNER anschlieBen, dafl das im Blute zir-
kulierende Hisen bereits im RES abgefangen wird, ehe es z. B. in der Niere mit
dem K. reagieren kénnte. Diese alten Ablagerungen geben eine positive PAS-
Reaktion, und zwar ist in selteneren Fillen die ganze k.-haltige Vacuole PAS.
positiv, oder haufiger findet sich um die K.-Vacuolen ein PAS-positiver Saum.
Der positive Ausfall dexr PAS-Reaktion ist durch vorangehende Acetylierung zu
unterdriicken, er tritt nach Verseifung mit KOH wieder in Erscheinung. Der
Ausfall der PAS-Reaktion wird durch Vorbehandlung der Schnitte mit Diastase
nicht beeinfluft. Die Methylenblaubindung liegt in den speichernden Zellen und
den gréBeren Speichergebilden bei py 3,6—4,0; sie verschiebt sich nach Vor-
behandlung mit Hyaluronidase auf pg 4,6. Eine Affinitédt der betroffenen Zellen
zum Toluidinblau kann ebenfalls festgestellt werden; sie werden blau angefirbt.
Eine Metachromasie konnte nur einmal, und zwar in der Leber des untersuchten
Hundes, festgestellt werden. Eine positive Astrablaureaktion ist ebenfalls fest-
zustellen. Bei der Eisenbindungsreaktion nach Harg, der eine Entfernung des
im Gewebe vorhandenen Eisens vorangeht, sind die Ablagerungen selten diffus,
héufig in der Art der oben beschriebenen Eisenhiille eisenpositiv. Mit Sudan ITI
war gelegentlich eine schwache Anfirbung der Ablagerungen {festzustellen,
wahrend die Farbung mit Sudanschwarz deutlich. positiv ausfiel. Die Anordnung
der sudanophilen Substanz entsprach der bei der PAS-Reaktion oben beschrie-
benen. Die Perameisensiure-Schiff-Reaktion verlief negativ. Beim Nachweis
von EiweiBstoffen war die Millon-Reaktion in den k-beladenen Zellens schwach
positiv. Die Tetrazoniumreaktion fiel deutlich positiv aus, und zwar sowohl in
den Einzelzellen als auch in den gréferen K.-Ablagerungen in der Leber. Diese
Reaktion konnte durch vorherige Benzoylierung unterdrickt werden. Bei der
Hamatoxylin-Eosinfarbung waren die Ablagerungen blaBblau bis taubenblau
anzufirben, was auf die von uns frither beschriebene Affinitdt des K. zum Haimato-
xylin zuriickzufihren ist. (Das Eosin wird ebenfalls vom K. adsorptiv gebunden,
jedoch vom Himatoxylin iiberdeckt.) Bei der van Gieson-Firbung waren die
Ablagerungen schmutzig-gelb-grau (Abb. 2-—5).
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Abb. 2 ADbb. 3

Abb. 2. Leber. Hund H. GroBvacuolire K.-Speicherung zwischen den Leberzellbalken 2 Jahre nach
K.-Infusion. PAS-Farbung. Vergr. 870mal. PAS-positive Substanz umhiillt die K.-Vacuolen
Abb. 3. Leber. Hund H. GroBvacuolire K.-Speicherung zwischen den Leberzelibalken 2 Jahre nach
K.-Infusion. Sudanschwarz. Vergr. 870mal. Lipoide in der Umgebung der K.-Vacuolen
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ADbb. 4. Pararenales Fettgewebe. Ratte 118. 656 Tage nach der letzten K.-Tnjektion intraperitoneal.
PAS-Fiarbung. Vergr. 525mal. XK.-Ablagerung in den Makrophagen umgeben von PAS-positiver
Substanz

Histochemische Untersuchungen zur formalen Genese der K.-Ablagerungen,
Bei der Untersuchung jingerer K.-Ablagerungen ergibt sich folgendes Bild:
14 Std nach der Injektion finden sich in den zahlreichen speichernden Histio-
eyten des subcutanen Bindegewebes viele runde bis 2 4 groBe Vacuolen, die nur
den Kernbereich freilassen. Das Erscheinungsbild der Zellen ist bei lokaler
Injektion dasselbe wie bei intravendser oder intraperitonealer Injektion. Ebenso

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 333 3
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ergeben sich keine Unterschiede zwischen den Speicherzellen der Subcutis und
denen im Interstitium der parenchymatosen Organe, sowie den Kupfferschen
Sternzellen der Leber oder den Reticulumzellen der Milz und der Lymphknoten.
Die Zellen zeigen eine schwach positive PAS-Reaktion, und zwar ist die PAS-
farbunggebende Substanz in Form von kleinen Kérnchen oder diffus zwischen
den Vacuolen angeordnet. Die Vacuolen, aus denen das K. herausgelost ist, sind
dagegen PAS-negativ. Die PAS-Reaktion war durch Acetylierung zu unter-
driicken, nach Verseifung trat sie wieder auf. Die Tetrazoniumreaktion zeigt
eine tiefrotbraune diffuse Anfirbung des nicht von Vacuolen eingenommenen

Abb. 5 Abb. 6

Abb. 5. Pararenales Fettgewebe. Ratte 118. 656 Tage nach der letzten intraperitonealen K.-Injektion
PAS-Farbung. Vergr. 2100mal. Makrophage mit zahlreichen von PAS-positiver Substanz
umgebenen K.-Vacuolen

Abb. 6. Makrophage im subcutanen Bindegewebe, Maus P4. 91 Tage nach subcutaner Injektion
von K. Tetrazoniumreaktion. Vergr. 2100mal. Die Proteine sind in der Umgebung der
K.-Vacuolen nachweisbar

Cytoplasmas. Die Methylenblaubindung liegt in diesen Zellen bei pg 6,5. Alle
anderen histochemischen Reaktionen verlaufen negativ.

Nach einer Woche hatte sich das morphologische Bild der einzelnen k.-spei-
chernden Zellen nicht geéindert. Die PAS-Reaktion war stirker positiv geworden,
und lie} ebenso wie vorher die Bezirke, die die Vacuolen einnahmen, frei. Die
Methylenblaubindung war geringfigig bis auf pg 5,9 abgesunken, die iibrigen
Reaktionen waren weiterhin negativ bei unverdnderter Tetrazoniumreaktion.
Nach etwa 3 Wochen trat erstmalig eine geringe Sudanophilie auf, die sich
ebenfalls auf das vacuolenfreie Cytoplasma der Speicherzellen beschrinkte. Nach
etwa 2 Monaten war die Sudanschwarz-Reaktion starker positiv bei etwa gleich
stark gebliebener PAS-Reaktion. Die Séurebindung lag nun bei pg 4,5. Nach
etwa 3—4 Monaten konnte erstmalig die oben beschriebene grofivacuolige K.-
Ablagerung in der Leber beobachtet werden. Dabei liefl sich das K. im Paraffin-
schnitt noch zum Teil nachweisen, wahrend es an anderen Vacuolen herausgel6st
war. An diesen Gebilden konnte jetzt erstmalig die mehrfach beobachtete eisen-
positive Hiille nachgewiesen werden. Bei gleicher Stdrke der Sudanophilie und
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der PAS-Reaktion war jetzt eine Methylenblaubindung bei py 4,1 festzustellen.
Mit Toluidinblau lieBen sich die Ablagerungen in der Leber ebenso wie in den
speichernden Zellen der anderen Organe leicht anfarben. Eine Metachromasie
konnte nicht beobachtet werden. Die Tetrazoniumreaktion zeigte in den K.-
Ablagerungen eine diffuse positive Reaktion, die manchmal um die K.-Kugeln in
den Speichergebilden in der Leber besonders intensiv ausfiel. Sie war, ebenso
wie an allen anderen Fillen, durch vorherige Benzoylierung zu unterdriicken.
Ahnliches konnte man in den k.-speichernden Histiocyten der Subcutis beob-
achten, bei denen zu diesem Zeitpunkt die K.-Vacuolen haufig zu einigen wenigen
grofleren Blaschen zusammengeflossen waren. Mit diesen Befunden haben wir
den zeitlichen Anschlufl zu den oben erhobenen Befunden an alten K.-Ablage-
rungen gefunden (Abb. 6).
Besprechung

Wir kénnen nach unseren Untersuchungen feststellen, daf bei der Speiche-
rung des K. sich in den stoffaufnehmenden Zellen verschiedene organische Sub-
stanzen histochemisch feststellen lassen. Der positive Ausfall der Tetrazonium-
reaktion deutet darauf hin, daf} sich in den speichernden Zellen Proteine finden.
Wenn auch diese Reaktion nur auf das Vorhandensein von Tyrosin, Histidin
und Tryptophan hinweist, so kann unter Beriicksichtigung der Tatsache, dafi
diese Aminosduren im paraffineingebetteten Material herausgelost sind, geschlos-
sen werden, daf} diese Aminosduren in Form von Proteinen vorliegen. Das Unter-
driicken des positiven Reaktionsausfalls durch vorhergehende Benzoylierung
deutet darauf bin, dal der positive Ausfall nicht durch andere Stoffe (purin-
oder pyrimidinhaltige Substanzen) hervorgerufen wird (PEARSE). Bereits kurze
Zeit nach der K.-Aufnahme kann inden Zellen eine deutlich positive PAS-Reaktion
festgestellt werden. Diese wird durch eine Vorbebandlung der Schnitte mit
Diastase nicht unterdriickt, sie kann durch vorhergehende Acetylierung gehemmt
und nachfolgende Verseifung wieder hervorgerufen werden. Diese positive
PAS-Reaktion wird durch Glykole und nicht durch Aminoalkohole oder Athylen-
gruppen hervorgerufen [Literatur bei GEDpIGK (1, 2)]. Die nachgewiesenen poly-
saccharidhaltigen Stoffe diirften der Gruppe der Glyko- oder Mucoproteine
zuzurechnen sein, wenn es sich nicht um Mucopolysaccharide handelt. An élteren
K.-Ablagerungen ist durch die Sudanschwarz-Reaktion das Vorliegen von Lipiden
feststellbar. Ferner lassen die #lteren und besonders die dltesten beobachteten
celluldren K.-Ablagerungen eine mafig starke Basophilie erkennen. Die Methylen-
blaubindung liegt bei py 4,0 und verschiebt sich nach Vorbehandlung der Schnitte
mit Hyaluronidase auf pg 4,6. Bei der Frage, welche Stoffe fiir die saure Reak-
tion der organischen Substanzen, die wir histochemisch nachgewiesen haben,
verantwortlich sind, kann es sich zunéichst sowohl um saure Mucopolysaccharide
wie auch um saure Lipide handeln. Ein Hinweis fiir das Vorliegen saurer Muco-
polysaccharide kénnte der (wenn auch nicht sehr ausgeprigte) Einflufl der Hyal-
uronidase-Einwirkung auf die Basophilie sein. Die sonst zum Nachweis saurer
Mucopolysaccharide herangezogenen histochemischen Methoden ergaben bei
unseren Untersuchungen keine verld8lichen Resultate. Die K.-Ablagerungen
zeigten zwar eine Affinitdt zum Toluidinblau, lieBen jedoch keine Metachromasie
erkennen. Die Firbung mit Astrablau verlief bei alten Ablagerungen positiv;
wir haben aber schon weiter oben darauf hingewiesen, dafi das K. eine deutliche
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Affinitédt zum Astrablau besitzt, und die untersuchten alten Ablagerungen noch
héufig K. enthalten. Die gleichen Verhiltnisse finden wir bei der Eisenbindungs-
reaktion nach HALE. Die K.-Ablagerungen lieflen sich zwar im Bereich ihrer
Hiille, bisweilen auch im Bereich der ganzen Vacuole mit Eisen beladen; man
kann aber nicht mit Sicherheit aussagen, ob dies auf der Affinitat der organischen
Substanzen zum kolloidalen Eisen beruht, und damit das Vorhandensein saurer
Mucopolysaccharide anzeigt, oder ob es sich nur um die Affinitét des nicht vollig
aus dem Schnitt herausgeldsten K. zum kolloidalen Eisen handelt. Das Auftreten
der Basophilie fallt zeitlich etwa mit der beginnenden Nachweisbarkeit der Lipide
zusammen. Es konnte dies als Hinweis darauf gewertet werden, dafl die Baso-
philie durch saure Lipide hervorgerufen wird. Da sich das Lipoid nicht aus dem
Schnitt herauslosen 186t — dieselbe Feststellung traf iibrigens GEDpIGK (3, 5—8)
bei der Untersuchung der Trigersubstanz der Schwermetallpigmente — kann
eine Priifung der Basophilie am fettfreien Schnitt nicht erfolgen, wodurch mog-
licherweise eine weitere Differenzierung ermoglicht. witrde. Nach unseren vor-
liegenden Untersuchungen kann also eine definitive Entscheidung dariiber, ob
die Basophilie der Trager- und Hiillsubstanzen in unserem Falle auf dem Vorliegen
saurer Mucopolysaccharide oder saurer Lipoide beruht, nicht getroffen werden.
Uber den zeitlichen Ablauf im Auftreten der nachgewiesenen organischen Sub-
stanzen in den k.-speichernden Zellen kann folgendes ausgesagt werden:

Es lassen sich in den speichernden Zellen zu jedem untersuchten Zeitpunkt
Eiweifstoffe nachweisen. Bereits einen Tag nach der Verabreichung des K.
treten Polysaccharide in der speichernden Zelle auf; die Intensitdt der dies
anzeigenden PAS-Reaktion hat nach 2—3 Wochen ihren Hoéhepunkt erreicht.
Sie ist in gleicher Stirke auch in den alten Ablagerungen zu erkennen. Im
Laufe von Wochen kommt es dann zusétzlich zum Auftreten von Lipoiden und
7z einer zunehmenden Basophilie in den speichernden Zellen. Uber die Herkunft
der organischen Substanzen kann folgendes ausgesagt werden: Wir fanden keine
Anhaltspunkte dafiir, daB die beobachteten Stoffe in der Umgebung der Zellen
entstehen und dann in diese eingebaut werden. Auch besteht kein Anlafl anzu-
nehmen, dafl die beobachteten Substanzen in der nachgewiesenen Form mit dem
K. in die Zelle eingeschleust werden konnten, nachdem ScrorLTaN darauf hin-
gewiesen hat, dafl das K. zwar eine groBe Anzahl niedermolekularer Stoffe adsor-
biert, daB aber eine Bindung hoher molekularer Stoffe, z. B. von Eiweillen, nicht
erfolgt.

Im folgenden sollen unsere Untersuchungsergebnisse mit den Befunden
verglichen werden, die von GEDIGK u. Mitarb. (3—8) bei der Ablagerung von
Hamosiderin, von anderen Schwermetallpigmenten und von Siliciumdioxyd-
derivaten erhoben wurden. GEDIGK stellte fest, dal das Hamosiderin in der
Zelle nach Entfernen des Eisembestandteils durch Salzsiureeinwirkung einen
organischen Bestandteil zuriicklift, der seiner Meinung nach aus Proteinen,
Lipoiden und vor allem aus Polysacchariden besteht. Er glaubt, die vorgefun-
denen Polysaccharide als Mucopolysaccharide ansprechen zu kénnen, und zwar
wegen der Basophilie der Triagersubstanz in dlteren Schwermetallablagerungen
als saure Mucopolysaccharide. Diesen von ihm als organische ,,Trégersubstanz’
angesprochenen eisenfreien Restkorper des Eisenpigmentes (bzw. den schwer-
metallfreien Restkérper von anderen Schwermetallablagerungen) konnte er genau
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an den Stellen in der Zelle lokalisieren, an denen er zuvor am gleichen Schnitt
das Eisenpigment nachgewiesen hatte. Die schwermetallfreie Trigersubstanz lieB3
sich erneut mit jeweils anderen Schwermetallen beladen. Ahnliche organische
Substanzen wies er auch nach Injektion von Siliciumdioxydderivaten und Quarz-
staub nach. OGréBere Schwermetall- oder Quarzeinschlisse in der Zelle waren
hiufig von einer Hiille umgeben, die in ihrer Zusammensetzung der beschriebenen
Triagersubstanz entsprach. Die Trigersubstanz bildete sich um so rascher, je
kleiner die zugefiihrten Stoffpartikel waren, sie war am frithesten nach Verab-
reichung kolloidaler Lasungen zu erkennen. GEDIGK nimmt an, daB die neugebil-
dete Trigersubstanz dié zugefithrten basischen Schwermetallverbindungen bindet,
sozusagen ,neutralisiert’, und die sauren Siliciumdioxydderivate in Form
von Esterbildung in gleicher Weise ,,unschidlich* fiir die Zelle und ihren Stoff-
wechsel macht. Er betrachtet die ,,Bildung von Mucopolysacchariden bei der
Verarbeitung schwer resorbierbarer Fremdkérper als eine Art Abwehrleistung
der ortsstindigen Mesenchymzellen.

Mit diesen Befunden stimmen unsere Untersuchungsergebnisse in einigen
Punkten iiberein: Auch in den k.-speichernden Zellen finden wir Polysaccharide,
Proteine und Lipide. In alten Ablagerungen zeigt sich zudem eine mafBig aus-
geprigte Basophilie. Eine Metachromasie kénnen wir, ebenso wie GEPIGK, nicht
feststellen (GEDIGK nahm an, daB bei seinem Material die Vorbehandlung mit
Salzséure die Metachromasie unterdriicke). Die organischen Substanzen treten
in unserem Material rascher auf. Dies hingt moglicherweise mit dem relativ
niedrigen Molekulargewicht des K. (etwa 30000) zusammen. Die von uns beob-
achtete Basophilie ist schwicher als bei GEpicks Befunden, ist aber ebenfalls
durch Vorbehandlung mit Hyaluronidase zu beeinflussen. Der wichtigste Unter-
schied, den wir feststellen konnten, scheint uns aber die Tatsache zu sein, dafi
wir die organischen Substanzen bei frischer Speicherung und élteren Ablagerungen
nur selten an dem Ort lokalisieren konnten, an dem das K. nachweisbhar war. Sie
traten dagegen fast immer in der Umgebung des aufgenommenen Fremdstoffes
auf, und umgaben frische und alte Ablagerungen in Form einer Hillsubstanz.
Dies Verhalten sah GEDIGK nur bei grofen und amorphen Stoffpartikeln.

Versuchen wir nun die Besonderheiten zu erkldren, die sich bei der Bildung
organischer Substanzen in k.-speichernden Zellen im Gegensatz zu den bei der
Ablagerung von Schwermetallen und Kieselsdurederivaten entstehenden Tréger-
substanz ergeben, so ist folgendes anzunehmen: Das K. ist im Vergleich zu den
eben genannten Stoffen ein relativ indifferentes Kolloid mit verhdltnismaBig
kleinem Molekulargewicht. Es wird bei lokaler Applikation ebenso wie bei intra-
vendser Injektion in den Speicherzellen zahlreicher Organe rasch in tropfiger
Form aufgenommen. Die Aufnabme des K. und seine vacuoldre Aussonderung
in der Zelle erfolgt innerhalb weniger Stunden. Das indifferente und fast neutral
reagierende K., das zudem im Stoffwechsel der Zelle weder verarbeitet noch
abgebaut werden kann, wirkt in dieser wie ein relativ harmloser Fremdkdérper.
Diese ,,Fremdkorpervacuolen® werden allméahlich von der Zelle mit den von uns
nachgewiesenen neugebildeten organischen Stoffen umgeben. Es treten zuerst
Proteine und Polysaccharide auf, wobei letztere Muco- oder Glykoproteine oder
auch. Mucopolysaccharide sein konnen. Diese Stoffe kénnen wir als , Hillsub-
stanz’’ (im Gegensatz zu dem von GEDIGK geprigten Begriff , Tragersubstanz‘’)
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bezeichnen. Die spiter zu beobachtende Basophilie ist wegen der ,, Harmlosigkeit
des Fremdstoffes geringer als z. B. bei gespeicherten Schwermetallverbindungen.
Eine ,,Neutralisierung als Schutzwirkung im Sinne von GEpicx ist nicht erforder-
lich. Tmmerhin halten wir es fiir bemerkenswert, daf} bei der Speicherung eines
weitgehend indifferenten neutralen organischen Kolloids in den stoffaufnehmenden
Zellen eine dhnliche Neubildung organischer Substanzen auftritt, wie sie auch
bei der Bildung von Schwermetallpigmenten nach der Injektion basischer Schwer-
metallésungen und bei der Applikation von sauer reagierenden Kieselssure-
derivaten zu beobachten ist. Diese Stoffe zeigen bei der histochemischen Dif-
ferenzierung eine groBe Ahnlichkeit. Morphologische und histochemische Unter-
schiede lassen sich wie folgt erkliren:

Bildet das aufgenommene Kolloid fiir die Zelle lediglich einen indifferenten
Fremdkorper, so wird sie diesen mit der neugebildeten Substanz umhiillen.
Bedroht der aufgenommene Stoff durch seine chemische Eigenart zusitzlich die
Integritit der Zelle, so werden die neugebildeten Stoffe in einer Weise modifiziert,
dafl die schidigenden Einflisse des gespeicherten Fremdstoffes ,neutralisiert*
werden. Der in die Zelle aufgenommene Stoff wird an die ,Trigersubstanz‘
gebunden, wobei es sich unseres Erachtens eher um eine gegenseitige Adsorption
zweier Kolloide, als um eine echte chemische Bindung handelt.

Zusammenfassung

In kollidonspeichernden Zellen lassen sich im Tierversuch und beim Menschen
organische Stoffe histochemisch nachweisen (Proteine, Polysaccharide und
Lipide). Diese Substanzen umgeben das in die Zelle aufgenommene Kollidon
in der Art einer Hiille. Bereits kurze Zeit nach der Injektion des Kollidons sind
in den speichernden Zellen die Polysaccharide und Proteine nachweisbar, wihrend
die Lipidophilie frithestens nach 3 Wochen, die Basophilie erst nach etwa 2 bis
3 Monaten festgestellt werden kann. Diese organischen Substanzen unterscheiden
sich histochemisch nicht wesentlich von der , Trigersubstanz’, die GEpIGK
u. Mitarb. (3—8) nach Injektion von kolloiden Schwermetallssungen und Sili-
ciumdioxydderivaten beobachten konnten. Dagegen konnen wir bei der Kollidon-
speicherung Besonderheiten in der morphologischen Anordnung dieser Stoffe
feststellen.

Wir kénnen die Feststellung von Gepiex (3), da der Bildung einer Trager-
substanz ,.eine allgemeine (unspezifische) Zellreaktion bel der Speicherung nicht
resorbierbarer anorganischer Fremdkorper zugrunde liegt’® durch unsere Unter-
suchungen bestdtigen, und insofern erweitern, als dall auch organische, chemisch
indifferente Kolloide die Bildung dhnlicher organischer Substanzen hervorrufen.

Summary

Proteins, carbohydrates and lipids have been demonstrated with histo-
chemical techniques in collidon storing cells in animals and in man. The collidon
is surrounded by these substances in a capsule-like manner. The proteins and
polysaccharides are demonstrable shortly after the injection of the collidon.
The lipids do not appear before three weeks whereas basophilia appears in about
2—3 months. Histochemically there is no essential difference between these
substances and the “carrier-substance” which GEDIGK et al. observed after the
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injection of colloidal solutions of heavy metals and SiO, derivatives. A difference
with collidon, however, was observed ; we were able to detect particular features
in the morphological arrangement of these substances. Our own experimentation
has confirmed GEDIGK’S idea that the formation of the carrier-substance is
due to a nonspecific generalized cell reaction brought about by the intercellular
storing of non-absorbable inorganic foreign bodies. We have broadened GEDIGK’S
concept by showing that colloids which are chemically indifferent organic sub-
stances can also give rise to organic compounds similar to the carrier-substance.
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