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I n  den  Depo te i sen f rak t ionen  F e r r i t i n  und  H~mos ide r in  is t  das  gespeicher te  
Eisen ~n organische Subs tanzen  gebunden.  I m  F e r r i t i n  erfolgt  eine B indung  
der  Eisenmicel len  an  das  P ro te in  Apoferr i t in ,  im  ]:[/~mosiderin an die organische 
Tr~gersubs tanz ,  welche Pro te ine  und  Polysacch~r ide  sowie in ger ingem U m f a n g  
~uch Lip ide  enth~]t  (G]~DIGK U. Mi ta rb .  1953--1958,  GSss~E~ 1953). W ~ h r e n d  
fiber den  Po lysaccha r idbaus t e in  des E isenpigmentes ,  bei  dem es sich in A n b e t r a c h t  
seiner h i s tochemischen  E igenschaf ten  u m  Mucopolysacchar ide  oder  Muco-(bzw. 
Glyko- )pro te ide  hande l t ,  e ingehende Un te r suchungen  vorl iegen,  bes i tzen  wi t  
b isher  nur  spi~rliche Kenn tn i s se  yon  der  P ro t e inkomponen te .  W i t  haben  deshalb  
versucht ,  m i t  I-lille der  U l t r a v i o l e t t m i k r o s p e k t r o p h o t o m e t r i e  eine n~here Cha- 
rak te r i s ie rung  dieser  EiweiBstoffe vo rzunehmen  und  gleichzeit ig die spek t ra len  
E igenschaf ten  des E i senp igmentes  zu kl~ren.  

Material und Methoden 
Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir Eisenpigmentablagerungen in der mensch- 

lichen Milz. Das Gewebe wurde unmittelbar nach der operativen Entnahme in neutralem 
Formalin fixiert und in der fiblichen Weise in Paraffin eingebettet. Aul~erdem standen uns 
Eisenpigmentablagerungen bei M~usen zur Verffigung, welche wir durch die subcutane 
Injektion yon kolloidalem Eisen erzeugt hatten. 

Histoehemische Methoden. Extraktion de.s Eisen~. 5%ige OxMs~ure: 3--5 Std sowie 
20%ige SMzsi~ure: 11/2 Std. 

Die Extraktion des Eisens mit SMzs~ure wurde nur zur Kontrolle durchgeffihrt. Fiir 
die .I)arstellung der Nucleinsi~uren war dieses Verfahren nicht geeignet, d~ hierbei zu einem 
erheblichen Teil Desoxyribonucleins~ure in L5sung geht. So nimmt die Extinktion yon 
Zellkernen bei )~ 265 m# im Mittel um 58% ab (s. Tabelle 2). 

Extrdlstion der Nucleins#iuren. lgibonuclease Worthington: 0,1%, 11/2 Std, 37~ dest. 
Wasser; Trichloressigs~ure: 5 %, 15 rain, 900 C. 

Die UV-Messungen nahmen wir an 3/t dicken Paraffinschnitten mit einem UV-Mikro- 
spektrographen vor (SA~D~ITT]~ 1958). Arbeitsbedingungen: Achromatische Optik Zeiss, 
Kondensor 5TA 035, Objektiv nA 085, Oknlar • 10. Die Meltwerte wurden durch Photometrie 
der photographischen Plat~en gewonnen, wobei fiir jede UV-Aufnahme ein Stufenkeil als 
l~eferenzsystem diente. Die Auswertung der Platten erfolgte mit einem Mikrodensitometer 
(Einzelheiten der Technik s. SA~n~ITT~ 1958). 

Die Messungen erfolgten an 10 verschiedenen Pigmentk5rnchen und Schollen yon etwa 
40 tt Durchmesser, wobei die )/[ei~]inien im Abstand yon 2 # gelegt wurden. Die GrSl~e der 
Mel~blende betrug 1 re. 

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Des weiteren wurden mi~ den iiblichen histochemischen Methoden die frtiheren Unter- 
suchungen zur Darstellung yon Proteinen, Kohlenhydraten, Nucleins~uren und Lipiden 
wiederholt und iiberpriift. Beson- 
derer Wert wurde auf folgende 
Methoden gelegt: Die Te~razo- 
niumreaktion, die Perjods/iure- 
Leukofuchsinreakfion, die Feulgen- 
reaktion, die Gallocyanin-Chrom- 
Maun- und die Toluidinblauf/~r- 
bung sowie die F/~rbung mit Sudan- 
sehwarz. Weiterhin wurde die 
Eisenbindef~higkei~ des eisenfreien 
Restk6rpers des H~mosiderins 
gepriift (Einzelheiten der Methodik 
s. GnDmK U. S~Auss  1953, 1954 
sowie GEDIGK 1956). 

Untersuchungsergebnisse  
und Diskuss ion 

Die Un te r suchungen  gal- 
ten  zun/~chst der  Frage ,  in 
welchen Wellenl / ingei iberei-  
chen das  unver/~iiderte Eisen- 
p igmen t  im Gewebe absor-  
bier t .  Abb.  1 und  2 zeigen, 
dab  das  P igmen t  im kurzwell i -  
gen U V -  Lich t  bei  ~ 265 m #  
eine e x t r e m  hohe, n ich t  mehr  
megba re  Absorp t ion  aufweist .  
Mit  zunehmender  Wellenl/~nge 
f/fllt die E x t i n k t i o n  stei l  ab ;  
im Bereich yon 330- -340  m# 
t r i t t  jedoch ein zweites,  e twas 
schw/~cheres M a x i m u m  auf. 
Die Lage  dieses Max imums  is~ 
IIicht in al len F/~lleii gleich. 
Es kal ln,  v ie l le icht  abh/~ngig 
vom Al te r  und  der  Gr6Be 
der  Granula ,  zwisehen 330 bis 
400 m #  Wellenlgi ige liegen. I m  
gesamten  s i eh tba ren  Bereich 
]iegt keine  megba re  Absorp-  
t ionsbande  vor.  Die gleiehen 
spek t r a l en  E igensehaf ten  hat ,  
wie Abb .  1 zeigt ,  eine 0 , i  %ige 
sau te  L6sung yon  Fe r r ihy -  
d roxyd .  

I m  Vergleieh dazu  ermit -  
t e l t en  wi t  bei  dre i  Wellen-  
1/~ngen im kurzen  UV-Bere ieh  

i i ? I L ! i 

~ :  i i i 

~o / F - - 5  "-2 "~'~- ~-" 
-~: z zsv 3oo :.'o sr sso 3a0 ~os ~zo ~o 

A b b .  1. E x t i n k t i o n s k u r v e n  y o n  H ~ m o s i d e r i n g r ~ n u l a  d e r  
Milz vor Oxuls~tureextraktion � 9 1 6 9  und n~ch Ox~Is~iure- 
extraktion $-- - -o ,  Q . . . .  ~ ExtinkLionskurve einer sauren 

0,1% Fe(OIt):L6sung in 1 cm Schichtdicke 

Tabelle 1. Ergebnis der Messungen am Eisenpigment 
in def. Milz 

V o r b e h a n d l u n g  

Eisenextraktion mit OxM- 
~ure. Sonst keine weitere 

Behandlung 

Mittelwert . . . . . . .  

Eisenextraktion mi~ OxM- 
si~ure. Ribonuclease 

1 
2 
3 
4 
5 

Mittelwert . . . . . . .  

Eisenextraktion mit Oxal- 
siture. Trichloressigs~ure 

1 
2 
3 
4 
5 

Mittelwert . . . . . . .  

E 
1 2 6 5  m ~  

0,66 
0,63 
0,44 
0,56 
0,48 
0,55 

0,56 
0,56 
0,36 
0,48 
0,42 
0,48 

0,58 
0,56 
0,42 
0,48 
0,42 
0,49 

E 
), 280 m z  

0,61 
0,64 
0,40 
0,46 
0,43 
0,51 

0,56 
0,56 
0,40 
0,47 
0,43 
0,48 

0,54 
0,52 
0,34 
0,43 
0,40 
0,45 

E 
). 3 1 3  m/~ 

0,27 
0,38 
0,27 
0,25 
0,17 
0,27 

0,27 
0,34 
0,24 
0,26 
0,15 
0,25 

0,34 
0,36 
0,24 
0,28 
0,23 
0,29 
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(~ 265, 280 und 313 mtt) die Absorption des Pigmentes nach der Extraktion 
des Eisens mit Oxals&ure. Wie Tabelle 1 und Abb. 1 zeigen, war die Ex- 
tinktion bei ~ 265 m# in den meisten Fallen nut  gering h5her als bei ~ 280 m#. 
Die Ribonucleasebehandlung bewirkte nur eine geringgradige Abnahme der 
Extinktion bei ~ 265 m~u (0,07 im Mittelwert). Nach der Einwirkung yon Tri- 
chloressigs~ure blieb die Extinktion bei diesen beiden Wellenlangen praktisch 
erhalten; lediglich bei 313 mtt stieg sie etwas an (Zunahme der Lichtstreuung). 
Daraus geht hervor, dad die Tr~gersubstanz des Eisenpigmentes - -  in Uberein- 
stimmung mit dem positiven Ausfall der Tetrazoniumreaktion - -  tyrosin- und 

Abb .  2 a u.  b .  P h o t o g r a p h i e  i m  u l t r a v i o l e t t e n  L i c h t  (4 265 mt~) y o n  E i s e n p i g m e n t  tier Milz vo r  
Ex t r . ak t i on  m i t  Oxa ls~ure  a,  u n d  n a c h  der  E x t r a k t i o n  b. u  e t w a  5 0 0 l a t h  

t ryptophanhalt ige EiweiBk6rper enth~ilt. TJber das Vorkommen yon Ribonuelein- 
s/iuren (glqS) 1/iBt sich bei diesen Messungen keine sichere Aussage machen, 
weft die geringe Abnahme der Extinktion bei g 265 mtt naeh Behandlung mit 
gibonuclease noch innerhalb der }~ehlerbreite der Methodik liegt und Oxalsaure 
zu einer deutlichen LSsung yon RINTS fiihrt. Das Vorhandensein yon nennens- 
werten gNS-Mengen ist aber schon deshalb unwahrscheinlich, weft in dem un- 
ver/inderten (nicht mit Oxals~ure behandelten) Eisenpigment keine ffir die I~NS 
kennzeichnende Farbreaktione positiv ausfallt. Jedenfalls ergeben auch unsere 
Berechnungen, dab die Konzentrat ion der RNS h6chstens eine Gr61lenordnung 
von 0,02--0,04 • 10 -~ g/#~ aufweisen kSnnte. Im Vergleich dazu ermittelten wir 
durch die Messungen bei ~ 280 m# einen wesentlich h6heren Proteingehalt, und 
zwar in einer Gr6Genordnung yon 2--3 • 10 -12 g/#~. 

Bezogen auf die Proteinkomponente kSnnte demnach der Gehalt an lgNS 
(sofern iiberhaupt RNS vorhanden sein sollten!) h6chstens 1% betragen. Ver- 
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gleichsweise dazu findet man in einem Zellkern eine Proteinkonzentration yon 
2--4 • 10 12 g//~2 und eine DNS-Konzcntrat ion yon 0,2 - -  0,4 • 10 -.2 g/#Z Die 
Proteinkonzentration war in der Trggersubstanz also etwa ebenso grol3 wie im 
Zellkern, wghrend Nudeinsguren (in diesem Fall RNS) h6chstens ein Zehatel dieser 
Menge ausmachten. 

Das Ergebnis der Messungen naeh der Behandlaug mit Trichloressigsgare 
ergab, dal~ die Trggersubstanz keine Desoxyribonucleinsguren (DNS) enthglt. 
Auf den ersten Blick kSnnte 
man viclleicht vermutea, dab 
durch die Eisenextraktion mit 
Oxalsgure auch DNS in L6- 
sung gegangen sei. Diese MSg- 
lichkeit warde ausgesch]ossen, 
indem mehrere Zellkerne vet  
uncl nach der Behandlung mit 
Oxalsgure gemessen wurden 
(Tabelle 2). Wie such Abb. 2 
ohne weitcres erkennen l~Bt, 

Tabelle 2. Ug-photomdri.s'che Messungen an Kernen von 
Lymphocyten der Milz  vet und nach Behandlung mit 

Oxals~iure und Salzs~iure 

Art der ). E ;,2Em/~80 E Beh&ndlung n 265 m/~ ), 313 m/* 

Unbeh~ndel t  " ' " l0 ~ 0,98 0,74 0,01 
0xa ls~ure-Ext rak t ion  i 0,90 0,72 0,02 

Unbehandelt . . . 1,05 0,84 0,02 
HC1-Extrak~ion . . 11 0,45 0,42 0,03 

geht aber die DNS unter diesen Bedingnngeu praktisch nicht in L6sung. Die 
Abnahme der mittleren Extinktion bei X 265 m# betrggt nur 0,08 (s. Tabelle 2). 

Diese Schlul~folgerung steht in Ubereinstimmnng mit dem Ergebnis der be- 
wghrten histochemischen Verfahren, wie z. B. der Gallocyanin-Chromalaunfgrbung 
und der Feulgenreaktion. Diese lgeaktionen geben am Hgmosiderin sowohl in 
nichtvorbehandelten Gewebsschnitten als such nach der Entfernung des Eisens 
ein eindeutig negatives Resultat, obwohl der Nucleinsgurennachweis unter i den 
gleiehen Bedingungen und mit den gleichen Methoden in anderen Strukturen 
bekanntlieh keine Schwierigkeiten bereitet and sogar der quantitativen Aas- 
wertung zuggnglich ist. Dabei bereitet es in der l~egel keine Schwierigkeiten, 
die manchmal auftretende, offenbar auf der Anwesenheit yon Carbonylgruppen 
bcruhende ,,Pseudo-Feulgen-Reaktion" auszuschalten. DaB aaeh die positive 
Perjodsgure-Lcakofuchsinreaktion nicht etwa an Nucleinsguren gebuaden sein 
kann, lehrt ein Blick auf ihre chemische Struktur. Wcder die Desoxyribose 
noch die l~ibose besitzen im Nucleotidverband reaktionsfghige, benachbarte 
I-Iydroxylgruppen, wclche fiir die Reaktionen mit Perjodsgure verantwortlich 
sein k6nnten. In 13bereinstimmuag damit reagieren such Nucleinsguren wcder 
im Reagensglas noch im Gewebesehnitt mit Pcrjodsgnre unter Aldehydbfldung. 
Ganz ghnliche Verhgltnisse sind im tibrigen bei den Oxyaminosgaren gegeben, 
deren reaktionsfghige Gruppen im Polypeptidverbaad durch Peptidbindungen 
in Anspruch genommen und damit ~iir die Perjodsgureoxydatioa blockiert 
sind. Die wenigen reaktionsfghigen Oxyaminogruppen am Ende yon Poly- 
peptidketten fallen praktisch nicht ins Gewicht und sind mit dieser Metho- 
dik nieht nachwcisbar. Dariiber hinaus ist es durch ausgedehnte biochemische 
und histoehemische Untersuchungen bekannt, dab im histologisehen Schnitt- 
prgparat, in dem niedermolekulare Stoffe bekanntlich nicht ber/icksiehtigt 
zu werden brauehen, nur Polysaccharide, Mueopolysaccharide, Glykoproteide, 
Glykolipide and eventuell oxydierte angesgttigte Fettsgaren eine positive 
PAS-Reaktion geben. Ausffihrliche Darstellungen dieser Probleme und Literatur- 
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angaben sind an anderen Stellen zu linden (HOTCI~KIss 1948, GEDIGK 1952 
GO~ORI 1953, PEARSE 1953, 1960, LEBLOND u. Mitarb. 1957). 

Durch Untersuchungen am isolierten Eisenpigment der Milz konnte LUDEWIG 
(1957) diese histochemischen Befunde best/ttigen. Er Iand im H~mosiderin neben 
Proteinen einen Polysaccharidbaustein, der Hexosamin, Galactose, Mannose und 
Fucose enthielt. Nach der Ansicht dieses Autors handelt es sich dabei um die 
mit der Perjods/ture-Leukofuehsinreaktion nachgewiesene Kohlenhydratkompo- 
nente des Eisenpigmentes. 

Demgegeniiber besehrieben un]~ngst W6HL~I~ und BI~LIG (1959) an isolierten H~mo- 
siderinpartikeln der lV[flz einen Desoxyribonueleotidgehalt yon 25%, der ungef~hr der in 
Zellkernen vorkommenden DNS-Menge entspraeh. Der organische Restk6rper des Eisen- 
pigmentes miiBte demnach sogar 60% DNS enthalten, also erheblieh mehr als ein Zellkern. 
Obwohl das gelegent]iehe Auftreten kleinerer DNS-Mengen im Cytoplasma besehrieben 
worden ist, w/~re ein so hoher Gehalt an Desoxyribonueleins~uren in Cytoplasmastrukturen 
doch sehr ungewShnlich und h/~tte wenig Wahrseheinliehkeit fiir sich. Wenn man weiterhin 
beriieksiehtigt, dab mit versehiedenen, sehr empfindliehen und spezifisehen Methoden, wie 
z.B. der Feulgenreaktion, der GaUoeyanin-Chromalaunf~rbung und der UV-Mikrospektro- 
photometric, im Eisenpigment keine Nucleins~uren und insbesondere aueh keine Desoxyribo- 
nueleins~uren n~ehweisbar sind, so ist die Vermutung naheliegend, dab die zweifellos exakten 
chemischen Analysen doch nieht an reinen (,,unver/~nderten") Pigmentgranula vorgenommen 
worden sind. Man mug wohl annehmen, dalt diese Resultate dureh Artefakte beeintr~chtigt 
worden sind, die bei der Aufarbeitung des Gewebes und der Isolierung der einzelnen Zell- 
strukturen unter Umst~nden auftreten und, wie die Erfahrung lehrt, mikroskopisch manchmal 
nicht ohne weiteres naehweisbar sind. Im Gegensatz dazu beziehen sieh die unseren Unter- 
suehungen zugrunde liegenden qualitativen und quantitativen Nethoden stets auf das je- 
weflige morphologische Substrat, d. h. in diesem Falle auf das H~m0siderinpigment und seine 
Tr~gersubstanz. 

Zusammenfassung 
Das Eisenpigment zeigt bei der mikroskopischen Untcrsuchung im UV-Licht 

eine ausgesproehene Absorption bei 2 265 m# nnd im Bereiche yon 330 bis 400 m#. 
Nach der Extraktion des Eisens mit Oxals/ture oder mit Salzs/~ure findet 

sieh noch eine geringfiigige Absorption im Bereieh yon ~ 265 m# und 2 280 m/t, 
die auf das Vorhandensein der Aminosguren Tyrosin und Tryptophan hinweist. 

Desoxyribonucleotide lassen sieh im organischen RestkSrper des Eisenpig- 
mentes weder mit den iiblichen histochemischen Methoden noch mit der UV- 
Mikrospektrophotometrie nachweisen. 

Die bei der Bestimmung der t~ibonucleinss gemessenen Werte sind so 
gering, dab sic noch in der Fehlerbreite der Methodik liegen und keine sicheren 
Rfickschliisse auf das Vorhandensein yon RNS erlauben. Bezogen anf die Pro- 
teinkonzentration k5nnte der Gehalt an t~NS hSchstens 1% betragen. 

Die friiher durchgeffihrten histochemischen Untersuchungen an Eisen- 
pigmenten wurden bestgtigt: Neben Proteinen lggt sich ein Polysaccharidbau- 
stein nachweisen, bei dem es sich um Mucopolysaccharide oder um Muco- (bzw. 
Glyko-)proteide handelt. Daneben linden sich im geringen Umfang schwer 
15sliche Lipide. 

Summary 
In  UV microscopy iron pigment shows a distinct absorption at a wave length 

of 265 m# and between the wave lengths 330 m# to 400 m#. After the extraction 
of the iron with either oxalic acid or tICI there is still a slight absorption in the 
region of 265 m/~ and 280 m#, due to the presence of tyrosine and tryptophane. 
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Desoxyribonucleot ides can not  be demons t ra ted  in  the organic r e m n a n t  
of the i ron pigment ,  either with the usual  histoehemiea! methods or with UV 

mierospeet rophotometry .  
The values for the ribonuc!eie acids are so inf ini tesmal ,  tha t  they  lie well 

wi th in  the range of error for the method  used; therefore, no definite conclusions 
on the presence of RNS  can be made. The con ten t  of the RN S  at  most  m a y  
be i %, considering the concent ra t ion  of the protein.  

Earl ier  histoehemicM studies carried out  on the iron p igment  have been 
confirmed. Besides the protein,  a. polysaceharide can be demons t ra ted  which 

is either a mucopolysaceharide or a mucoprote in  (glyeoprotein). I n  addit ion,  
there is a l ipid in  small  amount s  which is poorly soluble. 
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