Virchows Arch. path. Anat. 339, 100—135 (1965)

Aus den Pathologischen Instituten der Universitédten Bonn (Direktor: Prof, Dr.H. HAMPERL)
und Marburg (Direktor: Prof. Dr. P. GEpI1GK)

Uber die formale Genese lipogener Pigmente
Untersuchungen mit Estern hochungesiittigter Fettsiiuren

Von
PerER GEDIGK und WINFRIED ProcH* **

Mit 11 Textabbildungen, davon 3 farbigen
(Eingegangen am 12. September 1964)

Die fetthaltigen Pigmente Lipofuscin und Ceroid sind einem Alterungsprozef3
unterworfen, in dessen Verlauf ihre morphologischen, histochemischen und farbe-
rischen Eigenschaften weitgehend verdndert werden [Ascuorr, HAMPERL, PEARSE,
GEDIGK (3)]. Besonders eindrucksvoll ist der Umbau ihres Lipidbausteines, der in
»alten Pigmenten manchmal mengenmiBig scheinbar in den Hintergrund tritt
und mit den iiblichen Methoden schlieBlich nicht mehr nachweisbar ist. Diese
Tatsache hat auch in der jingsten Zeit zu sehr verschiedenen Auffassungen iiber
die biologische Bedeutung der Lipopigmente, und zwar besonders des Lipofuscins,
gefithrt. So ist einerseits die Ansicht vertreten worden, daB Lipide nicht regel-
miBig, sondern nur voribergehend oder zufillig in diesen Strukturen vorkommen,
und dafl demnach besondere Beziehungen dieser Pigmente zum Fettstoffwechsel
unwahrscheinlich sind [LusarscH (1, 2); Braux und ScumiptMany (1, 2); Kur-
SCHERA-AICHBERGEN; HErnENREICH und SIEBERT]. Demgegeniiber wird vonanderen
Autoren dem Fettbaustein und den an ihm ablaufenden Oxydationsvorgingen
eine wichtige Rolle bei der Bildung der Lipopigmente beigemessen [Craccro (1);
Sacus; Expicort; Dam und GRaNADOS (1, 2); MasoN und EMMEL; Masox, Dam
und GRANADOS; GRANADOS u. Mitarb.; BENSLEY; CASSELMAN; ALPERT; TAPPEL;
Geprek und BoxnTkE (1, 2); GEDIGK (3); GEDIGK und FiscHER (1, 2); NOVIROFF
(1,2); WoLmMAN und SrosHAN; MILDVAN und STREHLER; STREHLER; WoLMAN (4)].

Altere und neue Versuche zur Ermittlung der chemischen Zusammensetzung von isolierten
Lipopigmentgranula, welche vielleicht zur Kldrung dieser Fragen hitten beitragen kénnen,
ergaben wegen der Schwierigkeit, reines, unveréindertes Lipofuscin zu gewinnen, und in Anbe-
tracht der Unléslichkeit des Lipidbausteines keine befriedigenden Resultate [BramN und
SorMIpTMANN; (1, 2) Enpricorr und Litwie; Dam und Graxapos; MoorgE und WaNe;
Hemexreicx und SiEBERT]. Diese Probleme traten besonders in einer sehr griindlichen
Arbeit von SiEBERT, D1EzEL, JAHR, KrRUG, ScEMITT, GRUNBERGER und BOTTKE zutage.
So zeigte es sich, daB auch diese Untersuchungen nicht an ganz unverinderten Pigmenten
vorgenommen wurden, weil an den isolierten Granula elektronenmikroskopisch keine
Innenstruktur erkennbar war, wahrend die Vielfalt der submikroskopischen Formationen in
Lipofuscinen durch zahlreiche Arbeiten bekannt und bestitigt worden ist (Literatur bei G-
D16k und WESSEL). Die chemische Aufarbeitung des isolierten Pigmentes ergab, da3 neben
Proteinen und extrahierbaren Lipiden ca.30% des Trockengewichtes von einer in Wasser,
Sguren und organischen Losungsmitteln selbst in der Warme unléslichen Substanz eingenom-
men wurde. In dieser von den Autoren als ,,schwarzer Riickstand‘‘ bezeichneten Substanz
lieB sich zwar neben Schwefel und Indolkérpern — wie zu erwarten — Stickstoff nachweisen;

* Herrn Prof. Dr. H. HaMPERL zum 12. 9. 1964 gewidmet.

** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit.
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eine weitere chemische Charakterisierung dieser amorphen Masse war aber wegen ihrer Unlos-
lichkeit erschwert bzw. unmoglich. Vor allem war es nicht gelungen, eine einwandireie
Identifizierung der wiederholt nachgewiesenen ungesittigten Lipide und ihrer Oxydations-
und Polymerisationsprodukte vorzunehmen, eben weil ihre Aufarbeitung wegen ihrer Unlos-
lichkeit aus methodischen Griinden undurchfiithrbar war.

Neue Ergebnisse erzielten MILpvaN und STREHLER; STREHLER und Mripvaw (1, 2);
HexpLEY, STREHLER, REPORTER und GEE sowie STREHLER, welche in isolierten Lipo-
fuscingranula des menschlichen Myocards fluorescierende Phospholipide mit den chromato-
graphischen Eigenschaften von autoxydiertem Kephalin fanden. In spiteren Experimenten
bestétigten HENDLEY u. Mitarb. (2, 3) die Pigmentierung des Lipidextraktes der Granula
und beobachteten die stérkste spezifische Fluorescenz in der Cardiolipinfraktion. — Ein wei-
terer Fortschritt gelang unlingst BJORRERUD (1, 2), der die Zusammensetzung des aus dem
menschlichen Herzmuskel isolierten Lipofuscins mit modernen Methoden, und zwar besonders
durch chromatographische Verfahren, analysierte. Er fand neben Lipiden und Proteinen
ein harzartiges, auch bei der sauren Hydrolyse resistentes Material, dessen néhere Charak-
terisierung offen bleiben muflite. Als wesentliche Lipide wurden Cholesterinester, Trigly-
ceride, Cholesterin, Kephaline, Lecithin und Sphingomyelin nachgewiesen. Daneben zeigten
sich kleine Mengen von Sulfatiden und Spuren einer Substanz, der wahrscheilich Gang-
lioside zugrunde lagen. Die Eigenfarbe und die Fluorescenz wurden in der Lipidfraktion
beobachtet, obwohl viele identifizierte, offenbar niedermolekulare Lipide weder gefirbt
waren noch eine Eigenfluorescenz besaflen.

Die Problematik der an isolierten Pigmenten gewonnenen Analysendaten wird besonders
deutlich, wenn man diese in den letzten zwei Jahren mit modernen Methoden erzielten Resul-
tate vergleicht: So schwanken die Angaben iiber den Lipidgehalt der Pigmentgranula zwischen
19% (SiEBERT u. Mitarb.), 24—40% [HexpLEY u. Mitarb. (3)] und 51% [BsOrkErUD (2)].
Fur die Proteine werden folgende Werte angegeben: 50% (SigBERT u. Mitarb.), 43—58%
[HexpLEY u. Mitarb. (3)] und 30% [BIJORRERUD (2)]. Den unléslichen Riickstand fanden die
genannten Autoren in einer Menge von 30%, 10—20% bzw. 9%. Ganz entsprechend unein-
heitlich sind die Angaben {iber die Zusammensetzung der Lipidbausteine und den Amino-
sduregehalt.

In Anbetracht dieser Befunde schien es angezeigt, Experimente mit reinen,
ungesittigten Fettsdureestern durchzufithren und deren Schicksal im Gewebe zu
verfolgen, um so vielleicht auf einem indirekten Weg einen weiteren Einblick
in die Bedeutung dieser Substanzen fiir die kausale und formale Genese von Lipo-
pigmenten zu gewinnen. Parallel zu unseren Tierversuchen lber die Entstehung
des Ceroids bei der hamorrhagischen Fettgewebsnekrose | GEPIcK und Frscuer (1)]
und des Lipofuscing im Vitamin-E-Mangelzustand [Gepiek und Fiscaer (2)
sowie GEDIGK und WESSEL] injizierten wir deshalb Ester ungeséittigter Fettsiduren
in die Subcutis von Méusen und beobachteten ihre Verarbeitung im Cytoplasma
von Makrophagen. AuBerdem priiften wir die Anderung ihrer histochemischen
Eigenschaften auf Objekttriagerausstrichen, d.h. ihren ohne die Mitwirkung einer
'lebenden Substanz ablaufenden oxydativen Umbau.

Unsere Experimente galten somit der Frage, welche Rolle ungeséttigte Lipide
bei der Entstehung der Lipopigmente spielen, und wieweit der friher nach-
gewiesene Alterungsprozell tatsichlich auf einer Oxydation und Polymerisation
dieser Fettstoffe beruht. Von besonderem Interesse waren die nach einer lingeren
Versuchsdauer auftretenden Oxydationsprodukte der ungesittigten Fettsdure-
ester, weil sich gerade in alten Pigmenten ein tiefgreifender chemischer und struk-
tureller Umbau vollzieht. Wir dehnten deshalb unsere Beobachtungen auf einen
verhéltnismafig langen Zeitraum, namlich 1'/,—2 Jahre, aus. AuBerdem sollte
geklirt werden, welche chemischen und histochemischen Eigenschaften der Lipo-
pigmente an ihre Lipidkomponente gebunden sind.

8%
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Versuchsanordnung und Methoden

Fiir die Tierversuche verwendeten wir 10—15 Wochen alte weiie Inzuchtmause (18—22 g),
die Wiirfelfutter (Latz-Standardkost nach Bahner) erhielten. Zusiitzlich wurden Karotten
und Salatblitter gegeben. Diesen Tieren verabfolgten wir durch subcutane Injektionen fol-
gende Fettsiureester:

L. Insgesamt 51 Tieren wurden je 0,2 ml einer 15%igen wilirigen Emulsion von reinen
Methylestern hochungesdttigter Cgy- und Coy- Polyensiuren aus Lebertran (JZ 307) injiziertl.
Diese Substanz wurde nach verschiedener Vorbehandlung verwendet:

a) 17 Tiere erhielten eine 15%ige Emulsion der reinen, unverinderten, in Stickstoff-
atmosphire aufbewahrten (wasserklaren) Substanz.

b) Die gleiche Substanz (wie unter a)) lieen wir bei Zimmertemperatur 6—8 Monate
unter Luftzutritt stehen. Sie firbte sich dabei gelblich und wurde dann 17 Tieren zu je 0,2 ml
in einer 15 %igen Emulsion subcutan verabfolgt.

c) Die gleiche Substanz (wie unter a) wurde mit H,0, behandelt und als 15%ige Emulsion
17 Tieren zu je 0,2 ml in die Subcutis injiziert.

Totung der Tiere jeweils am 2., 4., 7., 14., 21., 28., 44., 50., 60., 75., 100., 150., 220., 300.,
360., 400., 430. Versuchstag.

I1. 19 Tieren verabfolgten wir 0,2 ml einer 10 %igen Emulsion von Lebertran (DAB VI ).

T6tung der Tiere wie unter 1.

III. 14 Tieren wurde je 0,2 ml einer Mischung von Lebertran und «-Tokopherol (gleiche
Teile 10 % ige wiBrige Lebertranemulsion (DAB VI) und reines o-Tokopherol [Merck 500 9497)
verabfolgt.

Totung der Tiere nach 10, 20, 40, 75, 100, 200, 230 Versuchstagen.

IV. 14 Tieren wurde x-Tokopherol injiziert; und zwar 7 Tieren 0,2 ml Tokopherol als
reine Substanz und 7 Tieren in einer 10 %igen wilBrigen Emulsion zu 0,2 ml.

Totung der Tiere nach 10, 30, 45, 60, 100 und 150 Tagen.

V. Je 0,15—0,2ml einer 10%igen wilirigen Emulsion von Palmitinsiuremethylester
injizierten wir 13 Tieren.

Totung der Tiere am 14., 20., 30., 45., 50., 60., 75., 90., 125., 150. Versuchstag.

Die Tiere wurden durch Nackenschlag getotet. Im Bereich der Lipidablagerungen pri-
parierten wir die Riickenhaut unter Mitnahme der oberflichlichen Lagen der langen Riicken-
muskulatur ab. Die stecknadelkopf- bis reiskorngrofien Granulome, welche sich nach der
Injektion ungesittigter Fettsdureester gebildet hatten, lieBen sich durch ihre gelbbraune
Eigenfarbe leicht auffinden. Die anderen Granulome waren dank ihrer weiBlichen Farbe gut
erkennbar.

Die abpriparierten Gewebsstiicke fixierten wir groftenteils 16—24 Std in einer 10 %igen
neutralen Formalinlosung (10 ml 40 %iges Formalin, 10 ml 10%iges CaCl,, 10 ml 10%iges
CdCl, wurden mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt). Davon stellten wir in der itb-
lichen Weise Gefrierschnitte und Paraffinschnitte her. Daneben wurden kleinere Gewebsstiicke
in Athanol fixiert und in Paraffin eingebettet. Ein Teil des Materials wurde frisch, d.h.
ohne vorherige Behandlung mit Fixierungsmitteln, fur die Herstellung nativer Gefrierschnitte
(Kryostat) verwendet.

Die angewandten histochemischen Reaktionen und histologischen Firbungen sind in der
Tabelle 1 aufgefithrt. Ihre Durchfithrung erfolgte nach den Angaben von PEARsE (1), GEDIGK
(2) sowie GEDPIGE und Torovid.

An einem Teil der Granulome wurden histochemische Reaktionen zum Nachweis von
Enzymen durchgefithrt. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in einer fritheren Arbeit ver-
offentlicht worden [GeDpIGK und BoNTKE (2)].

Untersuchungsergebnisse
I. Methylester ungesdttigter Fetisiuren und Lebertran
Die Speicherung sowie die extra- und intracellulire Umwandlung der verschie-
denen Methylester ungesdttigter Fettsduren und des Lebertranes erfolgte in
! Herrn Prof. Dr. Dr. E. KLeNK und Frau Prof. Dr. H. DesucH, Physiologisch-Chemisches
Institut der Universitit Koln, danken wir fir die liebenswiirdige Uberlassung von Sub-

stanzproben dieser Fettsiiure-Methylester und fiir die Beratung bei der Durchfiihrung der
Experimente.
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prinzipiell gleichartiger Weise. Wir beschrinken uns deshalb auf die Beschrei-
bung der Ergebnisse, die bei der Verabfolgung von reinen, ungesdttigten Fett-
sédureestern erzielt wurden:

4—14 Tage nach der Injektion fanden wir die Fettsdureester in den Saftspalten
des subcutanen Bindegewebes teils als Tropfen und teils als geschichtete Membra-
nen (Abb. la). Nach dem Abklingen der exsudativen Gewebsreaktion kam es
— genau wie bei der Ablagerung anderer Fremdkorper — zu einer Proliferation
histiocytérer Elemente und zur Sprossung von Capillaren. In diesem resobierenden
Granulationsgewebe traten Histiocyten mit den injizierten Fettsiureestern in
enge Berithrung und phagocytierten kleinere und groBere Partikel. Nicht selten
bildeten sich Fremdkorperriesenzellen. Im Cytoplasma der mononucledren Phago-
cyten und der Riesenzellen traten dann Lipidtropfen auf, die histochemisch
folgende wesentliche Eigenschaften besafen (vgl. Tabelle 2):

Die intracytoplasmatischen Lipidtropfen waren sehr stark sudanophil. Beider Einbettung
des Gewebes in Paraffin wurden sie grofitenteils aus dem Schnitt gelost, so dal im Cytoplasma
der phagocytierenden Zellen kleine Hohlrdume auftraten. Einige Fetttropfen waren aber
schon nach dieser kurzen Zeit in den #iblichen organischen Losungsmitteln nicht mehr loslich
und blieben auch im Paraffinschnitt erhalten (Abb. 1b). Sie gaben eine starke Perameisen-
siure-Schiff-Reaktion und eine deutliche bis starke Reaktion fir Peroxyde. Mit der Baker-
schen Reaktion waren sie dunkel-grauschwarz gefiirbt. Dagegen besallen sie keine Eigenfarbe
und zeigten nur eine ganz schwache weilliche bis hellgelbe Eigenfluorescenz. Mit dem Schiff-
schen Reagens und bei der Firbung nach ZieHL-NEELSEN wurden sie anfangs nicht an-
gefirbt. Bei der PAS-Reaktion stellten sie sich zundchst nur sehr schwach oder iiberhaupt
nicht dar (Abb. 2a). Eine nennenswerte Affinitdt fir basische Farbstoffe (Abb. 3a) und ein
Reduktionsvermdgen (Abb. 4a und 5a) waren histochemisch nicht nachweisbar. Die Reak-
tionen zum Nachweis von Aminosiuren und Proteinen waren fast stets negativ.

Die extracellulir in den Saftspalten liegenden Lipidmassen und die intracytoplasmatischen
Lipidtropfchen zeigten histochemisch in allen wesentlichen Punkten das gleiche Verhalten,

Nach 44—60 Tagen fanden sich im Bereich der Injektionsstellen zahlreiche
mononucledre Phagocyten und Fremdkdorperriesenzellen, welche die in den Saft-
spalten liegenden teils amorphen und teils membranartig angeordneten Lipid-
massen abbauten. Das Cytoplasma der phagocytierenden Zellen war auf das
dichteste mit kleinen und groBen lipidhaltigen Granula angefiillt. Diese hatten
in der Zwischenzeit ihre farberischen und histochemischen Eigenschaften gedndert
(vgl. Tabelle 1 und 2):

Die lipidhaltigen Granula lieBen sich mit Fettlosungsmitteln nicht mehr aus dem Gewebe
extrahieren und blieben auch im Paraffinschnitt erhalten. Mit Sudanfarbstoffen wurden sie
sehr stark angefidrbt (Abb.lc). Sie besaflen eine hellgelbe Eigenfarbe und eine hellgelbe
Autofluorescenz (Blaulicht). Die Eigenfarbe und die Eigenfluorescenz wurden durch die
Behandlung der Schnitte mit Fettlosungsmitteln nicht abgeschwécht. Mit dem Schiffschen
Reagens wurden die Kornchen deutlich gefirbt. Die Bakersche saure Hidmateinmethode
ergab eine grauschwarze Farbe. Die PAS-Reaktion, die Perameisensiure-Schiff-Reaktion
und die Priifung der Saurefestigkeit nach ZieHL-NEELSEN fielen sehr stark positiv aus.
Peroxyde waren mit histochemischen Methoden nach 44 Tagen noch in geringem Umfang,
nach 60 Tagen nicht mehr nachweisbar. Die lipidhaltigen Granula besaBlen nunmehr
eine Affinitdt fir basische Farbstoffe; ihre Methylenblaubindefdhigkeit lief sich bis pH 3,5
verfolgen. Durch den Reduktionstest nach CHEVREMONT-FREDERIC wurden sie stark
angefarbt. Dagegen ergab die Silberimprignation nach MassoN-HAMPERL ein negatives
Resultat. Die Reaktionen fiir Aminosduren und Proteine fielen nicht einheitlich aus: In
den groflen intracytoplasmatischen Fettkugeln waren die Eiweilireaktionen stets negativ.
Die kleineren Granula gaben dagegen mitunter eine positive Tetrazoniumreaktion und
eine schwache Ninhydrin-Schiff-Reaktion. Auch der Argininnachweis fiel oft schwach
positiv aus.
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Abb. 1a—c. Verarbeitung eines ungesittigten Fettsdureesters in der Subcutis (der gleiche Versuch wie Abb. 2,
3, 4, 5, 9 und 10). Paraffinschnitte. Firbung mit Sudanschwarz und Kernechtrot. a 4 Tage nach der In-
jektion: In den Saftspalten liecen die Fettséiureester teils als geschichtete Membranen und teils tropfenformig;
bei der Paraffineinbettung werden sie noch teilweise aus dem Schnitt geldst. In der Umgebung Ansamm-
lungen von Makrophagen und Histiocyten. Vergr.: 45fach. b 7 Tage nach der Injektion. Die Phagocyten
wandern an die in den Saftspalten liegenden, teils amorphen, teils membranartig gefalteten Fettsdureester heran
und nehmen bereits einzelne Lipidpartikel in ihr Cytoplasma auf. Vergr.: 700fach. ¢ 44 Tage nach der Injektion
finden sich im Cytoplasma der Phagocyten dicht gelagerte, verschieden groBe Tropfen des Fettsduremethylesters,
welche bereits zum Ceroidpigment umgeformt sind. Vergr.: 900fach
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Die extracellulidr liegenden Methylester der ungeséttigten Fettsduren hatten ebenfalls
ihre Loslichkeit verloren. Sie waren jedoch nur ganz schwach gelblich geférbt; auch ihre
Eigenfluorescenz zeigte einen mehr weiBlen bis gelblichweiBen Farbton. Die Priifungen der
Basophilie und des Reduktionsvermogens fielen weit schwicher aus als bei den phagocytierten
Lipiden. Wie zu erwarten, waren die Reaktionen fiir Aminoséduren (Proteine) negativ. Bei
den iibrigen histochemischen Reaktionen unterschieden sie sich noch nicht nennenswert von
den intracytoplasmatischen Lipidgranula.

; 3 . 7 -
Abb. 2a u. b. Phagocyten bei der Speicherung des gleichen ungesédttigten Fettsidureesters (der gleiche Versuch
wie in Abb. 1,3, 4, 5,9 und 10). Paraffinschnitte, PAS-Reaktion. Vergr.: 900fach. a 14 Tage nach der Injektion.
Die Lipidtropfchen sind teils ungefarbt, teils geben sie schon eine mehr oder weniger deutliche PAS-Reaktion.

b 360 Tage nach der Injektion. Sehr starke PAS-Reaktion der intracytoplasmatischen Pigmentkérnchen (oben).
Schwiichere Reaktion der nicht phagocytierten amorphen Fettsdureester in den Saftspalten (unten)

In der folgenden Zeit (nach 7—14 Monaten) schritten die Resorption und Pha-
gocytose der in den (Glewebsspalten abgelagerten Lipide nur noch langsam fort.
Die in das Cytoplasma eingeschlossenen groBeren Lipidtrépfchen wurden in zu-
nehmendem MaBe in kleinere Partikel unterteilt, so dabB sich in ein und derselben
Zelle nebeneinander lipidhaltige Granula von verschiedener GroBe fanden. Ihre
farberischen und histochemischen Eigenschaften hatten sich weiterhin verdndert,
und zwar um so stérker, je kleiner sie waren. Sie gaben jetzt folgende histochemi-
sche Reaktionen (vgl. Tabelle 2):

Nach wie vor waren die Granula in organischen Losungsmitteln unloslich und nach der
Paraffineinbettung ebenso gut erhalten wie in den Gefrierschnitten. Thre Sudanophilie war
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Tabelle 1

Ubersicht iiber die histochemischen Higenschaften und das farberische Verhalten reiner Methylester
ungesdttigier Fettsduren, des Ceroids, des Lipofuscins und des Vitamin E-Mangelpigmentes

Methylester polyungeséttigter

Fettsduren
Im Cyto-
Im Inter- | plasma von Ceroid Vitamin E-
Firbungen und histochemische Objekt- stitium (?er Makropha:- (Mer01 h Lipofuscin Mangel-
: . Subcutis | gen gespei- CRSC i &
Realktionen trager- | o tracellu- | chert und | und Ratte)® (Mensch) g{g;?;;s
f 1.151'11 14r) ab- zum Pig-
stric gelagert ment um-
(Maus)? geformt
(Maus)®
Eigenfarbe gelb | hellgelb | hellgelb | gelblich |gelbbraun| hellgelb
bis gelb-
braun
Eigenfluorescenz (Blaulicht) | +++ +++ 4+ ++ +/+++ 4+
Farbung mit Sudan ITI/IV
(am Paraffinschnitt) +++ +++ +++ +++ (+) (+)
Farbung mit Sudan ITT/IV
nach Extraktion mit einer +++ +++ + -+ (+) (+)
siedenden Chloroform- (onver- | (unver- | (unver- | (unver- | (unver-
Methanolmischung . dndert) | &ndert) | dndert) | #ndert) | #dndert)
Farbung mit Sudanschwarz
(am Paraffinschnitt) +++ +++ +++ + A+ ++ +/++
Perameisensture-Schiff-
reaktion +++ ++4+ +4+ ++ +/++ +
Perameisenséure-Schiff-
reaktion nach Bromierung 0 0 0 0 0
Schiffreaktion . (+) 0 + (+) 0 (+)
Peroxydnachweis (Dam u.
GRANADOS) 0/(+) + (+)/0 0 0 0
Staurefestigkeit nach ZIenr-
NEELSEN +++ ++ +++ +++ ++ +/++
Bakersche Reaktion fiir
Phospholipide . + + +/0 0 +/++ ++
(grau- (grau- (grau-
schwarz) schwarz) | schwarz)
Farbung mit Luxolfastblue ++ 0/(+) (+) + +
Nachweis von Cholesterin . 0 0 0 +)/0 0
PAS-Reaktion . N ++ +++ +++ ++ ++
PAS-Reaktion nach Acety-
lierung . . 0 0 0 0 0 0
PAS-Reaktion nach Acety
lierung und Verseifung. + 4+ ++ +4++ +4++ ++ ++
PAS-Reaktion nach Dia- ‘
stase ++ ++-+ +++ ++ ++
PAS-Reaktion naeh
Hyaluronidase . . . . . ++ +++ +4++ ++ ++
Farbung mit Toluidinblan . | +++ (+) ++ ++ +4+/+++] +/++
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
Methylester polyungeséttigter
Fettsiuren
Im Cyto-
Im Inter- | plasma von Ceroid Vitamin E-
Firbungen und histochemische | gpjekt. | S der | Makropha- (Mensch | Lipofuscin Mangel-
i . Subcutis | gen gespei- ig 1
Reaktionen trager- | (o ciracellu- | chert und | UndRatte)? (Mensch) (gaﬂé;?
ans- l4r) ab- zum Pig-
strich gelagert ment um-
(Maus)*® geformt
(Maus)?
Férbung mit Toluidinblau

nach Methylierung . 0 0 0 0 0
Farbung mit Methylgriin . ++ ++ ++ ++ ++
Metachromasie (Toluidin-

blau) . . 0 0 0 0 0 0
Firbung mit Astrablau . (+) 0 0 0 0 (+)/+
Methylenblaubindung

bis pH . 4,8—4,5 3.5 3,0—3,5 3,9 4,6—3.6
Eisenbindung (Haruz) (+) (+) + (+) + +/++
Berliner Blau-Reaktion . . 0 0 0 0 0 0
Reduktionstest nach Cui-

VREMONT-FREDERIC (+) ++ + ++ +/++
Reduktionstest nach XCN . ++ + +++ ++ +++ A+
Reduktionstest nach HgCl, | (+)/0 (+)/0 ++/+ (+) () (+)
Silberimprignation nach

MassoN-HAMPERL 0/+ 0 0 0/+ ++/++F] ++
Tetrazoniumreaktion . 0 (+) ++ +++ +++
Tetrazoniumreaktion nach

Benzoylierung . 0 0 0 0 0
Millonsche Reaktion 0 0/(+) (+) (+)? (+)
Barrnett- und Seligmansche

Reaktion, SH-Gruppen . 0 0 0/(+) (+) (+)? (+)
Argininreaktion . . . . . 0 0/(+) (+) (+)? +
Ninhydrin-Schiff-Reaktion. 0 0/(+) (+) (+) +
Himatoxylin-Eosin- hellgelb |gelbbraun | gelbbraun| braun bis | braun bis

Féarbung bis bis braunrot | braunrot

braunrot | braunrot
Van Gieson-Farbung . gelb gelb- gelb- grau- grau-
braun braun braun braun
Bindegewebsfirbung nach dunkel- | dunkel- | dunkel- | dunkel-
Masson . . violett violelt violett violett

1 Die Angaben beziehen sich auf Methylester polyungesittigter Fettsduren, die 12-—14 Mo-
nate bei Zimmertemperatur mit Luftsauerstoff oxydiert wurden.

2 12—14 Monate nach der Injektion in die Subcutis von Miusen.

% 44—60 Tage nach der subcutanen Injektion.

146-—80 Tage altes Ceroid.

5 281—371 Tage altes Vitamin E-Mangelpigment.
Reaktion; +++ =sehr stark; ++ =stark; + —=deutlich positiv; (+)=inkonstant oder

schwach ; 0 =negativ.
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stark herabgesetzt. Die groBeren Kornchen lieBen sich nur noch mit Sudanschwarz, jedoch
nicht mehr mit Sudanrot darstellen, wihrend die kleineren Granula ihre Affinitdt fiir Sudan-
farbstoffe vollig verloren hatten und weder mit Sudanrot noch mit Sudanschwarz angeférbt
werden konnten (Abb. 9). Die kleinen Granula besaBen eine gelbbraune bis tiefbraune Farbe
(Abb. 9 und 10) und leuchteten im Blaulicht nur noch schwach dunkelbraun auf. Mit dem

b
3

Abb. 8a u. b, Phagocyten bei der Verarbeitung von ungeséittigten Fettsiureestern (der gleiche Versuch wie in

Abb. 1, 2,4, 5,9 und 10). Firbung mit einer 4-10~* m Methylenblaulésung, die mit Acetatpuffer auf pH 8.9 ein-

gestellt wurde. a 14 Tage und b 360 Tage nach Versuchsbeginn. Deutliche Zunahme der Methylenblaubinde-

fihigkeit der intracytoplasmatisch gespeicherten Lipide im Laufe der Alterung. Keine Basophilie der nicht
phagocytierten, extracelluliren Fettsiureester (unten). Vergr.: 900fach

Schiffschen Reagens lie sich nur eine sehr schwache Farbung erzielen. Der saure Hématein-
Test nach BARER ergab eine schwachgraue Farbe und fiel manchmal negativ ans. Auch die
Perameisensiure-Schiff-Reaktion war erheblich schwicher geworden. Die Reaktion fir Per-
oxyde fiel stets negativ aus. Unveridndert sehr stark positiv waren die PAS-Reaktion (Abb. 2b)
und die Farbung nach Z1enL-NEELSEN. Die Affinitét fur basische Farbstoffe nahm weiter zu;
selbst bei pH 2,2 war noch eine Methylenblaubindung nachweisbar (Abb. 3b). Das Reduktions-
vermogen (Test nach CHEVREMONT-FREDERIC) war erheblich verstérkt (Abb. 4b). Auch bei
der Silberimprignation nach Masson-HampeRL wurden die Granula jetzt sehr stark ge-
schwirzt (Abb. 5b). Bei den Nachweisreaktionen fiir Aminoséuren und Proteine erzielten wir
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uneinheitliche Resultate: Wihrend in den gréfleren Lipidtropichen keine Eiweilistoffe nach-
weisbar waren, fielen diese Reaktionen in den kleinen Kérnchen meistens positiv aus.
Die in den Saftspalten liegenden Lipidmassen waren prinzipiell den gleichen Verdnderun-

gen unterworfen wie die intracytoplasmatisch gespeicherten Lipide. Allerdings liefen die Um-
bauvorginge hier wesentlich langsamer ab. Dies kam in der noch nach einem Jahr sehr starken

Abb. 4a u. b. Phagocyten bei der Verarbeitung eines ungesittigten Fettsdureesters (der gleiche Versuch wie

Abb. 1,2, 3, 5, 9 und 10). Paraffinschnitte. Reduktionstest nach CHEVREMONT-FREDERIC. Kernechtrot. Vergr.:

900fach. a 14 Tage und b 360 Tage nach der Tujektion. Das zunichst (nach 14 Tagen) nur schwache Reduktions-

vermégen der intracytoplasmatisch gespeicherten Lipidtropfchen ist nach 12 Monaten sehr ausgeprigt. Dage-

gen besitzen die in den Saftspalten liegenden amorphen Lipidmassen auch nach einer langen Versuchsdauer
nur eine schwache Reduktionsfihigkeit (unten)

Sudanophilie (Abb.9), der ausgeprigten Perameisensiure-Schiff-Reaktion sowie der deut-
lichen Peroxydreaktion zum Ausdruck. Mit dem Bakerschen sauren Himatein-Test wurden
sie dunkel-grauschwarz gefirbt. Die extracellulir abgelagerten Lipide besaBen nach 12—14
Monaten nur eine schwache hellgelbe Eigenfarbe, keine nennenswerte Affinitit fiir basische
Farbstoffe und nur ein geringes Reduktionsvermdgen. Auch die PAS-Reaktion und die
Farbung nach Zrent.-NueLsEN fielen schwiicher aus als bei den phagocytierten ungesittigten
Fettsiureestern (vgl. Abb.2b, 3b, 4b, 5b). SchlieBlich fehlte ihnen die Beimengung von
Aminosduren und Proteinen; nur in den oberflichlichen Schichten der extracelluliren Lipid-
ablagerungen waren die Reaktionen fir Aminosiuren und Proteine manchmal schwach
positiv.
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wie Abb. 1,2, 3, 4, 9 und 10). Silberimprignation nach MASSON-HAMPERL. Vergr.: 900fach, a 14 Tage nach der

Injektion. Die phagocytierten Fettsdureester vermégen noch nicht die ammoniakalische Silberigsung zu

reduzieren. b 360 Tage nach Versuchsbeginn. Ausgeprigtes Reduktionsvermdégen der Pigmentgranula (oben).
Keine nennenswerte Reduktionsfihigkeit der nicht phagocytierten Lipidmassen (unten)

II. Mischungen von Methylestern hochungesittigter Fettsiuren bzw. Lebertran
mit Tokopherol

In weiteren Experimenten verfolgten wir die Resorption und Verarbeitung von
Methylestern hochungesittigter Fettsduren und von Lebertran, die vor der
subcutanen Injektion mit «-Tokopherol vermischt wurden. Dabei erhoben wir
folgende Befunde:

Die Fettsdureester-Tokopherolgemische lagen anfangs ebenso wie die reinen
Tettsdureester als groBe Tropfen in den Saftspalten der Subcutis. Im Gegensatz
zu den reinen ungeséttigten Lipiden wurden die Gemische aber zundchst nur in
geringem Umfang in das Cytoplasma von Phagocyten aufgenommen. Im Infer-
stitium bildeten sich vielmehr kleinere und grofere lipidhaltige Seen bzw. Cysten,
deren Wand anfangs von einem lockeren und spéter von einem faserreichen Binde-
gewebe eingenommen wurde (Abb. 6a).
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Erst 2—3 Monate nach der
Injektion der Fettstureester-
Tokopherolgemische #nderte
sich das Bild allméhlich. In
der Wand der Cysten und in
ihrer Nachbarschaft traten in
zunehmendem Mafle mono-
nucledre Phagocyten und
Fremdkorperriesenzellen auf,
deren Cytoplasma mit Li-
pidtropfen  angefiillt  war
(Abb. 6b). Diese besalien die
gleichen Eigenschaften wie
die  intracytoplasmatischen
Granula, welche wir bei der
Verabreichung reiner Methyl-
ester hochungesédttigter Fett-
sduren beobachtet hatten. Sie
waren auch den gleichen Um-
bauvorgingen  unterworfen.
Gleichzeitig kam es zu einer
allméhlichen Riickbildung der
Cysten. Nach etwa 6—8 Mo-
naten fand sich dann im
Bereich der injizierten Fett-
sduremethylester-Tokopherol-
gemische nur noch eine dichte
Ansammlung von Fibroblasten
und Makrophagen mit lipid-
haltigen  intracytoplasmati-
schen Granula (Abb. 6¢).
Weder morphologisch noch
histochemisch unterschieden
sich diese alten Fettsiure-
ester - Tokopherol - Granulome
von den durch reine Fett-

Abb. 6a—c. Verarbeitung eines Leber-
tran-Tokopherolgemisches (0,1 ml einer
10%igen walrigen Lebertranemulsion
und 0,1 ml reines Tokopherol). Paraffin-
schnitte, Farbung mit Sudanschwarz und
Kernechtrot. Vergr.: 450fach. a 40 Tage

{ A :
iy 1 ] p
l" . : o
LR
nach Versuchsbeginn finden sich im Be- L #

§
reich der Injektionsstelle kleinere und r‘ ""'} '
groBere lipidhaltige Cysten. Keine Bil- - - y

dung von oxydierten, unidslichen Fettsaureestern im Interstitium. Keine ceroidhaltigen Phagocyten. b 75 Tage

nach der Injektion zeigen sich in der Wand der Cysten vereinzelte Phagocyten, welche unldsliche Tropfen des

oxydierten ungesittigten Fettsiureesters enthalten. ¢ 200 Tage nach dem Versuchsbeginn sind die Oysten

zum grofien Teil verschwunden. An ihrer Stelle finden sich dichte Ansammlungen von Phagocyten, deren
Cytoplasma mit Ceroidkornchen gefitllt ist
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sdureester erzeugten Granulationsgeweben. Ihre Entwicklung war nur um
mehrere Monate verzogert.
III. Reines Tokopherol

Zur Kontrolle untersuchten wir 14 Tiere, denen reines Tokopherol subcutan
injiziert worden war. Dabei fanden sich in der Subcutis nur zahlreiche tokopherol-
haltige Cysten, die durch schmale, bindegewebige Septen voneinander getrennt
wurden. Die intracytoplasmatische Tokopherolspeicherung trat demgegeniiber
in den Hintergrund. Nur ganz gelegentlich zeigten sich in einzelnen Zellen kleine,
offenbar tokopherolhaltige Tropfchen. Makrophagen mit gespeicherten, schwer-
l6slichen Lipiden waren weder bei den jingeren noch bei den alteren Versuchs-
tieren vorhanden.

IV. Palmitinsduremethylester

Einer anderen Gruppe von Versuchstieren (13 Méause) injizierten wir in die
Subcutis Emulsionen von reinem Palmitinsdureester. Nach einer kurzen exsuda-
tiven Gewebsreaktion ent-
wickelte sich an den In-
jektionsstellen ein typisches
Fremdkéorpergranulationsge-
webe. Der implantierte ge-
sattigte Fettsdureester wurde
dabei in dem Cytoplasma
der Mesenchymzellen in
Form kleiner, sudanophiler
Tropfchen abgelagert, die
sich mit organischen Lo-
sungsmitteln sowohl in den
jingeren als auch in den
alten  Granulomen ohne
weiteres extrahieren lieflen.
In Paraffinschnitten war das

Cytoplasma der Phagocyten

Abb. 7. Speicherung von reinem Palmitinsduremethylester. 45 Tage daher von rundlichen Liik-
nach der subcutanen Injektion, Paraffinschnitt. Farbung mit Sudan- i n ke
schwarz und Kernechtrot. Vergr.: 900fach. Die in den Phygocyten ken durchsetzt. Nicht selten
als Tropfen abgelagerten gesittigten Fettsdureester wurden bei der :
Einbettung in Paraffin extrahiert. Das Cytoplasma ist dann von kam es zur Bﬂ.dHDg von
rundlichen Liicken durchsetzt und besitzt ein schaumiges Aussehen. Toutonschen Riesenzellen
Keine Bildung von unldslichen Lipiden im Interstitium. Keine . . - .

. ’ ; “M° mit mittelstindigen Kernen.

Pigmentkdrnchen
In keinem Stadium dieser
Versuchsgruppe traten im Oytoplasma oder in den Saftspalten unlésliche,
fluorescierende Lipide auf (Abb. 7).

V. Autoxydation hochungesétiigter Fellsiuren auf Objekttrigerausstrichen

Weitere Untersuchungen galten der Frage nach dem firberischen Verhalten
der in vitro entstehenden Oxydations- und Polymerisationsprodukte von reinen
Estern hochungesittigter Fettsduren. Bei diesen Versuchen wurden einzelne
Tropfen der Fettsiureester auf Objekttrager gebracht und durch Luftsauerstoff
bei 37° C oxydiert. In verschiedenen Zeitabstinden fiithrten wir an diesen Aus-
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strichen eine Reihe von histologischen Farbungen und histochemischen Reak-
tionen durch. Zur Kontrolle nahmen wir die gleichen Untersuchungen an Objekt-
trigerausstrichen von Fettsdureester-Albumingemischen vor. Als wesentliche
Resultate dieser Versuche seien hervorgehoben (vgl. Tabelle 1):

Reine (nicht oxydierte) Methylester hochungesdttigter Fettsduren sind in
Fettlosungsmitteln gut 16slich, sehr stark sudanophil und ungefirbt (wasserklar).
Sie zeigen eine weillliche Autofluorescenz. Die Perameisenséure-Schiff-Reak-
tion ist sehr stark positiv, die PAS-Reaktion negativ oder nur ganz schwach
positiv. Der Bakersche saure Hamateintest farbt sie dunkel-grauschwarz. Bei
dem Test nach CrkvrREMONT-FrEDERIC und bei der Silberimprignation nach
MassoN-HAMPERL weisen sie nur ein geringes Reduktionsvermoégen auf; schlief3-
lich besitzen sie keine nennenswerte Affinitdt fiir basische Farbstoffe.

Mit zunehmender Oxydation verlieren die ungeséttigten Fettsdureester ihre
Loslichkeit und Sudanophilie. Sie gehen auch in siedenden organischen Lésungs-
mitteln nicht mehr in Losung. Die Loslichkeit in Alkali bleibt etwas ldnger
erhalten; sie geht aber schlieBlich auch verloren. Mit Sudanfarbstoffen kénnen
die dltesten Oxydationsstadien, d. h. die stark oxydierten und polymerisierten
Fettsdureester, nicht mehr gefirbt werden. — Synchron mit der Oxydation
nehmen sie zunichst eine hellgelbe, spiter eine gelbbraune und schlieflich
eine dunkelbraune Farbe an (Abb. 11). — AuBerdem besitzen sie eine deutliche
Autofluorescenz, deren Farbton allméhlich von Weil iiber Hellgelb zu einem
tiefen Gelb tbergeht. Mit dem Auftreten der Braunfidrbung der oxydierten
ungesittigten Fettsdureester kommt es zu einem Nachlassen der Eigenfluores-
cenz, so dall die tief dunkelbraun gefirbten Fettsdureester im UV- und im
Blaulicht nur noch schwach aufleuchten. — Die PAS-Reaktion nimmt anfangs
zu; die gelblich gefirbten Oxydationsprodukte der Fettsduremethylester werden
nach der Behandlung mit Perjodsdure mit dem Schiffschen Reagens tief dunkelrot
gefdrbt. Dann erfolgt allméhlich eine Abschwéchung der Reaktionsfédhigkeit mit
Perjodsiure, so daB die dunkelbraunen Fettséureester nur noch eine schwache
bzw. gar keine PAS-Reaktion aufweisen. — Die positive Perameisensédure-
Schiff-Reaktion dndert sich in den Anfangsstadien der Oxydation nicht nennens-
wert. Die braungefidrbten Fettsdureester verlieren dann jedoch die Féhigkeit,
mit Perameisensiure unter Bildung von Schiff-positiven Carbonylgruppen zu
reagieren. — Aullerdem treten mit zunehmender Oxydation eine sehr starke
Basophilie und ein ausgeprigtes Reduktionsvermogen auf.

Vermischt man die Fettsduremethylester mit Serumalbuminen, so werden ihre
Oxydation und die damit einhergehenden Anderungen ihrer chemischen und histo-
chemischen Eigenschaften sowie die Entstehung der Eigenfarbe deutlich beschleu-
nigt. Der oxydative Umbau erfolgt aber — soweit sich das mit histochemischen
Methoden verfolgen 1463t — prinzipiell in der gleichen Weise wie bei den reinen
ungesattigten Fettsdureestern.

Diskussion
I. Wie werden die Ester hochungesittigter Fettsiuren im Gewebe verarbeitel ?

Die im Cytoplasma von Makrophagen als kugelférmige Einschliisse abgelagerten
ungesdtiigten Fettsiureester werden allmihlich zu einem Pigment verarbeitet, wobei
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es zu einer bemerkenswerten Anderung ihrer firberischen und histochemischen Eigen-
schaften kommi:

Die anfangs leicht léslichen, sudanophilen, ungefirbten Fettsdureester ver-
lieren ihre Loslichkeit in Fettlosungsmitteln sowie ihre Affinitdt fiir Sudanfarb-
stoffe. Gleichzeitig nehmen sie allméhlich eine gelbe und schlieBlich eine gelb-
braune bis dunkelbraune Eigenfarbe an. Ganz entsprechend dndern sich die
Qualitdt und Intensitdt ihrer Autofluorescenz. Sehr ausgeprigt ist die Zunahme
ihrer Basophilie und ihres Reduktionsvermogens. Auch die Nachweisreaktionen
tiir Athylengruppen, Peroxyde und a-Glykolgruppen sowie der Bakersche saure
Hamateintest ergeben in Abhéingigkeit von dem Stadium der Pigmentbildung
unterschiedliche Resultate (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2. Anderung der histochemischen Eigenschaften des phagocytierten ungesittigien Felt-
sdureesters bei der Umformung zum Ceroidpigment

Histologische Eigen- Tage nach der Injektion des ungesiittigten Fettsiuremethylesters
schaften und histo-
chemische Reaktionen 4 14 21 44 60 75 100 220 430
Eigenfarbe . . . . |unge-| ganz ganz |schwach| hell- | gelb- | gelb- |braun | braun

farbt |schwach)schwach| hellgelb | gelb |braun | braun
hellgelb | hellgelb

Autofluorescenz . (+) -+ ++ ++ +HF | | A F + (+)
wei3- | hellgelb| heligelb | hellgelb | hell- | gelb- | gelb- | braun | braun
gelb- gelb | braun | braun

lich

Farbung mit

Sudanschwarz . [ +++4 | +++ | +++ | +++ | ++ [++/+] + [(#)}/0] O
Perameisenséure-

Schiff-Reaktion . | ++ ++ o o N B S o S e B S o + +
Perjodsaure-

Schiff-Reaktion . | (+) | +/++ | +++ | +++ |+++ | +++ [ +++ | +++ | +++
Peroxydnachweis . + ++ +4+ (+) 0 0 0 0
Sturefestigkeitnach

Z1EAL-NEELSEN 0 ++ ++ +++ [+ | R | AR R
Methylenblau-

bindung bis pH . | 4,5 3,5 3,5 3,5 35 | 29 2,9 2,2 | 2,2
Férbung mit .
Toluidinblau . . | (+) + + + 4+ | R A R
Redulktionstest
nach CHEVRE-
MONT-FREDERIC 0 (+) ++ ++ R I ok o e I o o T R S
Silberimpragnation
nach MassoN-
Haweerr . . . 0 0 0 0 0 + R N

Tetrazonium-
reaktion . . . . 0 0 0 0/(+) (+) (+) (+) +

Reaktion: + 4 + =sehr stark; + + =stark; + =deutlich; (+)=inkonstant oder schwach;
0 =negativ.

+
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Die in den Saftspalien liegengeblichenen ungesittigien Fellsdureester werden
ebenfalls allméihlich wmgeformt. Sie bilden in Gruppen liegende, wellenférmige
Membranen, die sich dem Zug der Bindegewebsfasern anpassen, also in der Sub-
cutis meistens parallel zur Hautoberfliche angeordnet sind. Wéhrend man in
den ersten Tagen und Wochen noch die Phagocytose von extracelluliren Fett-
sdureestern durch histiocytire Elemente beobachten kann, werden im Laufe der
Zeit immer weniger Fettsiureester von den Zellen aufgenommen. Anscheinend
werden diese Lipide mit zunehmender Versuchsdauer fiir die Phagocyten schwerer
angreifbar.

Gleichzeitig werden auch die chemischen und histochemischen Eigenschaften
der extracellulir gelegenen Fettsidureester verdndert; und zwar laufen an ihnen
Umbauvorginge ab, die weitgehend denen der intracytoplasmatischen Fettsiure-
ester entsprechen. Die Alterung geht jedoch erheblich langsamer vonstatten (vgl.

Abb. 2b, 3b, 4b, 5b, 9).

¥ Reaktion
w:
0=

+
S

++J7

Fe====as.l

+ 4

Abb. 8. Anderung der histochemischen Eigenschaften der Pigmentgranula nach der Injektion einer Lebertran-

emulsion. (Andere Versuchsanordnung als in den Abb.1, 2, 3, 4, 5, 9, 10 und in der Tabelle 2). Sudan-
Basophilie; ---+--- Reduktionsvermdogen (CHEVREMONT); Silber-

imprignation (MASSON-HAMPERL); - - - - Peroxydreaktion

Uberblickt man diese Befunde (Tabelle 1), so zeigt sich, daB das bei der Injek-
tion hochungesdtiigter Fetisiureester enistehende Pigment in allen wesentlichen
firberischen und histochemischen Eigenschaften mit den beiden Grundtypen lipo-
gener Pigmente, nimlich mit dem bei der Phagocytose ungesittigter Lipide entstehen-
den Ceroid und mit dem in Muskelfasern sowie in Parenchymzellen auftretenden
Lipofuscin, iibereinstimmit. Wie zu erwarten, entspricht seine formale Genese dem
Ceroid und nicht dem Lipofuscin [GEDIGK und Fiscuer (2)].

Diese Experimente stehen im Einklang mit &lteren Beobachtungen von Ascrorr; HUECK
(1, 2) und HaMPERL (1) sowie mit den von Sacus anhand eines nmfangreichen autoptischen
und bioptischen Materials gewonnenen Befunden. SacHs gelang es schon damals auf Grund
seiner Untersuchungen an menschlichen Organen, und zwar vor allem an Herzen von Indi-
viduen verschiedener Altersstufen und bei verschieden alten Pigmentablagerungen in der Leber,
eine geschlossene Reihe von Ubergingen aufzustellen, die von ,,intrazelluliren Fettkérnchen
mit geringer Eigenfarbe, aber schon deutlicher Eigenfluoreszenz, welche sich von gewthnlichen
Muskelfetttropfen unterscheiden — iber ein fettreiches Fuscin, gekennzeichnet durch eine
Eigenfluoreszenz und eine auch der Fettlosung standhaltende Eigenfarbe — zu einem fett-
armen oder sogar sudan-negativen Fuscin verlief, das sich vom Melanin abgrenzen lief**.

Virchows Arch. path, Anat., Bd. 339 9
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Abb. 9. 860 Tage nach der Injektion von ungesittigten Fettsiureestern. Firbung mit Sudanschwarz. Die Phago-

cyten enthalten reichlich braune, nicht mehr mit Sudanschwarz firbbare Pigmentkérnchen und Schollen

(oben). Die in den Gewebsspalten liegengebliebenen, nicht phagocytierten Lipidmassen (unten) sind sehr stark
mit Sudanschwarz angefirbt. Der gleiche Versuch wie in Abb. 1, 2, 3, 4, 5 und 10. Vergr. 1000fach

Abb.10. Lipopigmenthaltige Zellen 360 Tage nach Versuchsbeginn. Coelestinblau-Himalaun, Vergr.: 1200fach.
Deutliche Braunfirbung der Pigmentkornchen. Der gleiche Versuch wie in den Abb. 1, 2, 8, 4, 5 und 9

L}

Abb. 11. Autoxydation reiner ungesittigter Fettsiureester. Linker Kreis: Vollig ungefirbter Fettsiureester bei
Versuchsbeginn, auf der grauen Unterlage kaum erkennbar und durch schwarzen Kreis markiert. — Mitte : Gelbe
Firbung nach 8 Monaten. Luftsauerstoff, 37° C. — Rechts: Dunkelbraune Firbung nach 18 Monaten,
Luftsauerstoff, 87° C
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Durch die liicken- und stufenlose Registrierung der einzelnen Stadien der
Pigmententstehung ergibt sich anhand unserer Befunde nunmehr eine Reihe
von SchluBfolgerungen:

Die Experimente mit chemisch reinen, ungeséittigten Fettsiureestern zeigen
— entsprechend den Untersuchungen am Ceroid und am Vitamin-E-Mangelpig-
ment [GEPIGK und FIscHER (1, 2)] und ebenso wie die Beobachtungen an anderen
Lipopigmenten [WorLMAN und SHosHAN; PEARSE (1) Worman (4)] —, daB die
wechselnden Eigenschaften lipogener Pigmente in der Regel nicht als Hinweis
auf das Vorkommen verschiedener Pigmentarten zu werten sind, sondern meistens
nur an verschiedene Entwicklungsstadien ein und desselben Pigmentes gebunden
sind. Jedenfalls lassen sich die beim Menschen vorkommenden, manchmal recht
unterschiedlichen Lipopigmente ohne weiteres in die von uns dargelegten Ent-
wicklungsschemata einordnen. In welchem Ausmal sich die firberischen und
histochemischen Eigenschaften der ungesittigten Fettsiureester bei ihrer Um-
wandlung zum Pigment dndern, zeigt die Gegeniiberstellung der kurze Zeit nach
Versuchsbeginn (4—14 Tage) im Cytoplasma sichtbaren Lipidtropfchen und der
»alten, nach 14 Monaten Versuchsdauer gebildeten Pigmente, die man ohne
Kenntnis der geschilderten Entwicklungsvorginge fiir zwei grundverschiedene
Strukturen halten wiirde (vgl. Tabelle 2 sowie Abb. 8).

Ferner ergeben sich Folgerungen fir die chemischen Untersuchungen isolierter
Pigmentgranula. In fritheren Mitteilungen hatten wir bereits darauf hingewiesen,
daB zur Erzielung biologisch verwertbarer Resultate das Alter der untersuchten
Pigmente zu beriicksichtigen ist und méglichst Pigmentkornchen verschiedener
Altersstufen getrennt analysiert und miteinander verglichen werden sollten. Dem
steht aber entgegen, dafl bei jedem Isolierungsverfahren, wie SteBERT, DIEZEL
u. Mitarb. selbst betonen, fast zwangsldufig eine Art ,,Unterfraktionierung® der
Granula erfolgt, bei der sich in der Regel nur ein Mittelwert gewinnen 1483t, und
bei dem besonders die ersten Entwicklungsstadien, u.U. aber auch die dltesten
Kérnchen nicht gentigend beriicksichtigt werden konnen. Besondere Bedeutung
wird bei weiteren Versuchen zur Isolierung der Pigmentkoérnchen der genaueren
chemischen Charakterisierung der ungesittigten Lipide zukommen, deren quanti-
tative und qualitative Bestimmung jedoch schwierig ist, weil sie wegen ihrer
schlechten Loslichkeit bei den iiblichen Extraktionsverfahren meistens nur un-
vollkommen oder gar nicht erfallt werden (SiEBERT, DIEzEL u. Mitarb.). Erste
— allerdings noch etwas widerspruchsvolle — Angaben enthalten die neueren
Arbeiten von HENDLEY u. Mitarb. (2, 3) sowie von BJORXKERUD (2) (s. S. 101).

II. Wie sind die Anderungen der histochemischen Eigenschaften der gespeicherten
ungesdttiglten Fetlsiureester und thre Umwandlung zu Pigmenten zu erkliren ?

Die Verfolgung der formalen Genese des Ceroidpigmentes und des Vitamin-E-
Mangelpigmentes hatte ergeben, dall die Entstehung und Alterung dieser Cyto-
plasmastrukturen hawptsichlich auf der Oxydation und Polymerisation wngesittigter
Lipide beruhen [PEARSE (1); GEDIGK (3); GEDIGK und FiscaERr (1, 2); WorMAN
und SrosHAN]. Diese SchluBfolgerung 148t sich jetzt anhand der Untersuchungen
mit reinen Estern hochungesittigter Fettsduren bekraftigen.

So wurde die Bedeutung der ungeséittigten Fettsduren fiir die Genese lipogener
Pigmente — in Ubereinstimmung mit Exprcort und CassELMaN — durch den
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Befund bestétigt, daB bei der vorsichtigen Oxydation ungeséttigter Lipide auch
in vitro, d.h. ohne Mitwirkung irgendwelcher anderer organischer Stoffe, Substan-
zen entstehen, welche in allen wesentlichen Eigenschaften den Lipopigmenten
Ceroid und Lipofuscin entsprechen. Dabei ist hervorzuheben, dafl entsprechend
den Befunden von CAssELMAN und TAPPEL eine Mischung der Fettsdureester mit
EiweiBstoffen die Oxydation und Polymerisation zwar beschleunigte, fiir die Ent-
stehung der gefirbten Oxydationsprodukte aber nicht erforderlich war.

Weiterhin zeigte es sich, da} die histochemischen Vorgédnge bei der Speicherung
der ungesittigten Fettsiureester auf der einen Seite und bei der Alterung des
Ceroids und des Lipofuscins auf der anderen Seite in ganz analoger Weise abliefen.
Stets traten die gleichen Oxydationsprodukte der Polyenfettsduren auf, wie
Peroxyde, a-Glykolgruppen, Carbonylgruppen und Carboxylgruppen, die auch von
FarmeR und SvrtonN; Ross u. Mitarb. sowie Erris bei der Autoxydation unge-
sdttigter Lipide gefunden wurden. Die unstabilen Zwischenprodukte des oxyda-
tiven Umbaus verschwanden dann im Laufe der Zeit, wihrend sich die weniger
gut angreifbaren Gruppen, wie u.a. die Carbonyl- und vor allem die Carboxyl-
gruppen, mehr und mehr anhduften.

DaB die geschilderte Entstehung und Umwandlung der Pigmente tatsichlich
auf einer Oxydation der gespeicherten ungeséttigten Fettsiduren beruht, liel} sich
durch weitere Kontrollversuche sichern: Wurden die ungeséttigten Lipide vor
der subcutanen Injektion mit a-Tokopherol gemischt, so blieb die Oxydation der
ungeséttigten Fettsiuren zundchst aus. Erst wenn das Tokopherol nach einigen
Wochen im Gewebe zerstort war, kam der oxydative Umbau der Fettsiuren zum
Pigment in Gang. Subcutan injizierte, gesdttigte Lipide, wie z. B. Palmitinséure-
methylester, wurden zwar ebenfalls als Tropfen im Cytoplasma von Makrophagen
abgelagert; sie verloren jedoch nicht ihre Loslichkeit und wurden auch bei einer
langen Versuchsdauer nicht zu einem Pigment umgeformt.

Uber die Einzelheiten der Oxydationsvorginge kénnen wir anhand unserer Versuche keine
niheren Angaben machen und vorerst nur Hypothesen duflern. Es ist aber anzunehmen, daB bei
der Oxydation der mehrfach ungeséttigten Fettsiuren schwerlosliche, stabile cis-trans oder
trans-trans konjugierte Polyen-Hydroperoxyde entstehen. Grundsétzlich wird man dabei zwei
Reaktionsmechanismen in Rechnung stellen miissen, die sich auch hinsichtlich ihrer Kinetik
voneinander unterscheiden: Erstens konnte eine einfache Autoxydation der Lipide erfolgen.
Zweitens wird man im Gewebe eine durch Lipoxydase katalysierte Oxydation der ungeséttigten
Fettsidureester in Betracht zu ziehen haben. Dabei entstehen im Gegensatz zur Autoxydation
optisch aktive Hydroperoxyde und Polymere (HoLmax, LunDBERG). Welcher von den beiden
Reaktionsmechanismen jeweils vorliegt, bleibt durch weitere Experimente zu kldren. Die
Tatsache, daB sowohl in vitro bei der Oxydation ungesattigter Fettsfuren als auch aus den
in den Saftspalten extracellulir liegen gebliebenen ungeséttigten Lipiden gelbe bis gelbbraune
fluorescierende Substanzen entstehen, welche in allen wesentlichen Eigenschaften mit dem
aus phagocytierten ungesittigten Fettsiureestern entstehenden Pigment iibereinstimmen,
legt die Annahme nahe, daB unter unseren Versuchsbedingungen vornehmlich eine Aut-
oxydation der Lipide erfolgt. Demgegeniiber wird man in Zellen und Geweben, in denen dag
Vorkommen von Lipoxydase nachgewiesen ist, auch mit einer durch dieses Enzym gesteuerten
Oxydation der ungesittigten Lipide rechnen miissen. Das diirfte besonders bei der in Muskel-
fasern und Parenchymrzellen stattfindenden Oxydation abgelagerter, ungesittigter Lipide,
also bei der Entstehung des Lipofuscins, der Fall sein. In histologischen Schnittpraparaten,
d.h. mit histochemischen Methoden, gelingt es allerdings nicht, diese beiden Oxydations-
mechanismen und die bei ihnen entstehenden Reaktionsprodukte zu unterscheiden.
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111. Welche Riickschliisse lassen sich aus dem Ergebnis histochemischer Reaktionen
auf das Alter einzelner Pigmentkdrnchen ziehen ?

Der allmahliche oxydative Umbau der Lipopigmente legt die Frage nahe, ob
es moglich ist, aus dem Resultat histochemischer Reaktionen auf das Alter ein-
zelner Pigmentablagerungen zu schlieBen. Dabei ist zunéchst zu beriticksichtigen,
daB die vorliegenden Experimente nur das Prinzip des Umbaues der Pigmente
darlegen, also nur hinsichtlich der Art der Alterung Aligemeingiiltigkeit besitzen.
Die Geschwindigkeit, mit der die Oxydation und Polymerisation der ungesattigten
Fettséureester erfolgt, kann jedoch nur auf die von uns gewihlten Versuchs-
bedingungen bezogen werden. So ist zu erwarten, dafi die Zeit, welche fiir die
Oxydation der Lipide bendtigt wird, von verschiedenen Faktoren abhingt, wie
z.B. von der Art des gespeicherten ungeséttigten Lipids, von dem Organ bzw.
der Zelle, in der die Speicherung erfolgt, und schlieBlich von dem Ausmall der
Gewebsschddigung und der Blutung, welche mit der Bildung der Pigmente ein-
hergehen und sowohl verzdgernd als auch beschleunigend wirken konnen. Somit
werden stets nur ganz allgemein gehaltene Aussagen iiber das Alter von Pigment-
ablagerungen moglich sein; und meistens wird man nur eine grobe Schéitzung
vornehmen konnen. [Vergleiche hierzu das histochemische und féarberische
Verhalten der in Tabelle 1 angefithrten, in verschiedenen Organen abgelagerten
Pigmente sowie die Unterschiede in der Geschwindigkeit der Alterung, die trotz
gleicher Versuchsbedingungen bei einem verschiedenartigen Ausgangsmaterial,
z. B. Methylestern polyungesittigter Fettsduren und Lebertran, bestehen (Ta-
belle 2 und Abb. 8)].

VerhaltnismiBig einfach ist die Beurteilung des Ceroids, das durch eine ein-
malige, zeitlich umschriebene Inkorporation von Lipiden in das Cytoplasma von
Makrophagen gebildet wird [GEpIek und FisceER (1)]. Fir dieses Pigment lassen
sich auf Grund unserer Befunde folgende Regeln aufstellen: Eine ausgeprégte
Sudanophilie, ein reichlicher Gehalt an Peroxyden, eine schwache gelbliche Eigen-
farbe, eine geringe Affinitat fiir basische Farbstoffe und ein schwaches Reduktions-
vermdgen sind kennzeichnend fir ,,junge” Pigmente, Ganz entsprechend ist ein
Pigment um so ,,dlter”, je geringer seine Anfarbbarkeit mit Sudanfarbstoffen, je
dunkler seine gelbbraune Eigenfarbe und je ausgeprégter seine Basophilie und
sein Reduktionsvermogen sind.

Wesentlich schwieriger sind die Verhéltnisse bei den Lipofuscinen und beim
Vitamin-E-Mangelpigment, welche in Parenchymzellen und Muskelfasern auf-
treten. Die formale Genese dieser Pigmente ist dadurch gekennzeichnet, dafl die
Ablagerung von Lipiden nicht als einmaliger, zeitlich begrenzter Vorgang erfolgt,
sondern dal im Bereich eiweiBhaltiger Cytoplasmabezirke eine allméhliche, sich
iber Monate und u.U. Jahre erstreckende Anhdufung von ungeséttigten Lipiden
stattfindet [GEDIGK und FiscHER (2); GEDpIGk und WEsSsEL]. Synchron mit der
fortschreitenden Oxydation und Polymerisation der einmal gespeicherten Lipide
werden also in ein und demselben Pigmentkdrnchen sténdig neue, noch nicht so
weit oxydierte Fettstoffe abgelagert. Diese besitzen noch eine ausgeprigte Affi-
nitét fir Fettfarbstoffe und iiberdecken daher lichtmikroskopisch bei einer Sudan-
farbung in der Regel die schon léngere Zeit gespeicherten, nicht mehr sudanophilen
Lipide. Eine Anfarbbarkeit mit Fettfarbstoffen ist beim ILipofuscin also kein
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Beweis dafiir, daf es sich um ein ,,junges* Pigment handelt. Dagegen kann das
Fehlen der Sudanophilie — ebenso wie beim Ceroid — als Zeichen eines,,alten®
Pigmentes gewertet werden. — Fir die Eigenfarbe gelten beim Lipofuscin die
gleichen Regeln wie beim Ceroid, weil die frisch gespeicherten, noch ungefirbten
Lipide meistens nicht das Zutagetreten der dunklen Eigenfarbe &dlterer Lipid-
ablagerungen beeintrichtigen. Auch der Nachweis der Basophilie und des Re-
duktionsvermogens der ,alten’ oxydierten Lipidanhdufungen wird durch das
negative Verhalten der noch nicht oxydierten Lipide nicht behindert. Fiir die
Lipofuscine 148t sich also die Regel aufstellen, daf ein Pigmentkérnchen um so
dlter ist, je dunkler seine Eigenfarbe und je ausgeprigter seine Basophilie sowie
sein Reduktionsvermogen sind, wihrend die Anfiarbbarkeit mit Sudanfarbstoffen
nur in begrenztem Umfang zur Altersbestimmung herangezogen werden kann.

Die anderen histochemischen Reaktion, wie die PAS-Reaktion, die Per-
ameisensaure-Schiff-Reaktion, die Farbung nach Zresr-NEELSEN oder die Priifung
der Loslichkeit usw., sind bei dem derzeitigen Stand der methodischen Méglich-
keiten unseres Erachtens noch nicht fir die Schitzung des Alters der Pigment-
kérnchen geeignet. Es ist aber denkbar, daB sich durch den Ausbau quantitativer
histochemischer Methoden hier ein Fortschritt erzielen lieBe.

IV. Welche histochemischen Schluffolgerungen ergeben sich anhand der Reaktionen
an ungesdttigten Fettsdureestern und Lipopigmenten ?

Die Experimente mit reinen, ungesittigten Fettsdureestern geben uns die
Moglichkeit, einige histochemische Reaktionen zu tiberpriifen und die fiarberischen
Eigenschaften der Lipopigmente genauer zu interpretieren.

Die positive PAS-Reaktion des Ceroids und des Lipofuscins ist seit langem be-

‘kannt und in den vergangenen Jahren wiederholt diskutiert worden. Eine
Reihe von Autoren vermutete, daB die mit der PAS-Reaktion nachgewiesenen
benachbarten Hydroxylgruppen einem Kohlenhydratbaustein, d.h. einem Glyko-
proteid oder einem Glykolipid angehoren (Zorrineer; LEBLOND u. Mitarb.;
StaMMLER). Demgegeniiber wurde von Craccro (2, 3, 4), CAsSELMAN, PrARsE (1)
sowie GEDIGK und FiscHERr (1, 2) die positive PAS-Reaktion der Lipopigmente
auf Oxydationsprodukte ungesittigter Lipide bezogen, da es bekannt ist, daB bei
einer vorsichtigen Oxydation ungeséttigter Fettsuren an den Doppelbindungen
benachbarte Hydroxylgruppen oder Oxyketogruppen entstehen kénnen, die sich
bei der Perjodséure-Leukofuchsinreaktion genauso verhalten wie die benachbarten
Hydroxylgruppen von Polysacchariden [Wormax (1—3); Gepiek (1); LisoxN; Ra-
vioLA und Raviora]. Durch die an reinen Fettsdureestern erhobenen Befunde lief
sich diese Ansicht bestétigen: Die ungeséittigten Fettsiureester waren sowohl bei
der Speicherung und Verarbeitung im Cytoplasma von Makrophagen als auch nach
der allmshlichen Oxydation durch Luftsauerstoff auf Objekttrigerausstrichen
sehr stark PAS-positiv. Allerdings farbten sie sich nur dann bei der PAS-Methode
an, wenn sie zuvor durch Autoxydation, enzymatisch oder durch verschiedene
Oxydationsmittel oxydiert wurden, d.h. nachdem an ihren Doppelbindungen
benachbarte Hydroxylgruppen bzw. Oxyketogruppen entstanden waren. — Wenn
man nun in Rechnung stellt, dafl fiir das Vorkommen von Kohlenhydraten in
Lipopigmenten an sich keine Anhaltspunkte bestehen (SreBerT, DInzeL, JAHR,
Krua, Scamrrt, GRUNBERGER und BorTkE), wihrend ihr Gehalt an ungeséttigten,
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oxydierten, mit Perjodsdure reaktionsfihigen Fettsduren unumstritten ist, so
diirfte es keinem Zweifel unterliegen, dafl die positive PAS-Reaktion der Lipo-
pigmente an Oxydationsprodukte ihrer Fettbausteine gebunden ist.

Die Perameisensiure-Schiff- Reaktion dient zur histochemischen Darstellung von
Athylengruppen, welche durch Perameisensiure zu Schiff-positiven Aldehyden
oxydiert werden (Lar.rim). AuBerdem entstehen bei der Perameisensdureoxydation
aus SS- (und SH)- Gruppen Sulfon- und Sulfinsduren, welche eine ausgeprigte Baso-
philie besitzen und u. U. ebenfalls mit dem Schiffschen Reagens angefarbt werden
[PrARSE (1)]. Wie zu erwarten, liefen sich auch in unseren Experimenten unge-
sittigte Fettsdureester mit diesem Verfahren in vitro und in vivo stark anfirben.
Die positive Perameisenséure-Schiff-Reaktion der Lipopigmente wurde durch die
vorherige Bromierung der Schnitte, nicht aber durch die Behandlung mit Sub-
limat blockiert. AuBerdem fihrte die Perameisenséureoxydation nur zu einer
geringfigigen Zunahme der Basophilie dieser Pigmente. Wenn man weiterhin
berucksichtigt, dal die Nachweisreaktionen fiir SS- und SH-Gruppen, wie die
Methode nach BARRNETT und SELIGMAN, beim Ceroid und Lipofuscin negative oder
nur ganz schwach positive Resultate geben [s. auch Gepiek und Fiscurr (2)
sowie IssTDORIDES und SHANKLIN], so kann es als gesichert gelten, dall mit der
Perameisensdure-Schiff-Reaktion im Ceroid und im Lipofusein ungeséttigte Fett-
sduren bzw. deren Ester und nicht SS- und SH-Gruppen dargestellt werden.

Dall die positive Schiff-Reaktion ebenso wie die Pseudoplasmalreaktion an
Carbonylgruppen gebunden sind, welche bei der Oxydation der ungeséittigten
Lipide entstehen, diirfte keinem Zweifel unterliegen [PruTL; FIRMINGER; ARA-
¢oNA und BARONE; SvunkiN (1, 2); Zorzor1 (2); Gepiek und FiscHER (1, 2);
WoLMAN (4), sowie Raviora und Ravioral.

In bestimmten Polymerisationsstufen konnen die oxydierten ungesittigten
Lipide eine positive Feulgenreaktion geben, sich mit Methylgriin anfirben lassen
und unter Umstdnden sogar im U V-Licht ein dhnliches Absorptionsbild geben wie
die DNS. WoLmaN und SHoSHAN haben in sorgfaltigen Untersuchungen demon-
striert, dall diese Eigenschaften in Strukturen, welche oxydierte und polymeri-
sierte Lipide enthalten, keine Beweise fiir das Vorhandensein von Nucleinsduren
sind und die Wege zur Unterscheidung dieser Stoffe dargelegt. Auch SIEBERT,
Drrzer u. Mitarb. fanden im isolierten Lipofuscin keine Nucleinsiuren.

Auf die Anfarbbarkeit der Lipopigmente mit der Ziehl-Neelsen-Methode ist
schon oft hingewiesen worden. Unsere Hxperimente, bei denen die oxydierten
ungeséttigten Fettsdureester im Gewebe und auf Objekttrigerausstrichen eine
positive Reaktion gaben, stehen im Einklang mit den Arbeiten von Rreves und
ANDERSON; CASSELMAN sowie BEre. Diese Autoren gelangten ebenfalls zu dem
Schluf, daB die Siurefestigkeit von Gewebsstrukturen auf der Anwesenheit von
hochmolekularen ungeséttigten Fettsduren und ihren Oxydationsprodukten, wie
multiplen Carboxylgruppen, beruht.

Die Saure Hdmatein-Methode von Baker (1, 2) wird fir die histochemische
Darstellung von Phosphorlipiden verwendet und gilt als relativ spezifisch, sofern
das Vorliegen von Nichtfettstoffen ausgeschlossen werden kann [CaIN; Lisow;
PrarsE (1)]. Sie beruht darauf, daBl Phosphorlipide bzw. die in ihnen enthaltenen
polyungeséttigten Fettsiuren mit Bichromat oxydiert werden. Dabei erfolgt
gleichzeitig eine Polymerisation der entstehenden Oxydationsprodukte, welche
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ihre Loslichkeit verlieren und sich mit Chrom verbinden. Das gebundene Chrom
wird anschlieBend durch eine schwarze oder blauschwarze Farbung demonstriert,
welche durch die Verbindung mit Hématoxylin entsteht. Bereits Prarsw (1)
wies aber darauf hin, dafl unter Umstdnden auch andere Lipide angefirbt werden,
jedoch eher mit einem grauen Farbton. Neuere Untersuchungen von HorLo-
ZINGER; CHAYEN, Brrexsky und LoNe sowie Raviora und Raviora legten in
eindrucksvollen Experimenten die Abhdngigkeit der Sauren Hamatein-Methode
nach BAx®R von der Anwesenheit ungeséttigter Fettsduren mit mehreren Doppel-
bindungen dar. Durch die Bromierung der Lipide lieB sich die Reaktionsfihigkeit
bei der Sauren Hamatein-Methode unterdriicken. Unsere Experimente standen
mit diesen Befunden im Einklang: Die in der Subcutis extracellulir abgelagerten
wenig oxydierten Methylester der ungesdttigten Fettsduren wurden im histo-
logischen Schnittpriparat deutlich grauschwarz dargestellt. Auch die auf Objekt-
trégern ausgestrichenen kaum oxydierten Fettsdureester wurden im Gegensatz
zu den Befunden von CassrLmax angefdrbt. Die im Cytoplasma von Makropha-
gen gespeicherten und oxydierten ungesittigten Fettsdureester gaben anfangs
eine deutlich positive, im Laufe der Alterung jedoch eine schwache oder sogar
manchmal eine negative Reaktion. Diese Beobachtungen bestitigten schlieBlich
auch frithere Befunde, daB der Ausfall der Bakerschen Reaktion an Lipopigmenten
uneinheitlich ist [GEDIGK und FiscuER (2); WormaN (4)].

Bemerkenswert ist die Anfiarbbarkeit der ungeséttigten Fettsiureester mit
dem Kupferphthalocyaninfarbstoff Luzol-Fast- Blue. Besonders stark wurden die
extracelluldr abgelagerten oxydierten Lipide gefirbt, wihrend die Farbreaktion
bei den intracytoplasmatisch gespeicherten Fettsiureestern nicht einheitlich
ausfiel und nur bei einer mittleren Versuchsdauer (44—100 Tage) ein positives
Ergebnis gab. Diese Befunde stehen zu der Annahme im Widerspruch, da die
Luxol-Fast-Blue-Methode fiir Phosphorlipide, Lipoproteide oder cholinhaltige
Verbindungen weitgehend spezifisch ist [Prarse (1, 2)]. Unsere Experimente
zeigen vielmehr, daf auch reine Methylester ungesittigter Fettsiuren bei einem
bestimmten Oxydations- und Polymerisationsgrad mit diesem Kupferphthalo-
cyaninfarbstoff zu reagieren vermégen.

Sehr charakteristisch ist die Fahigkeit der ungesittigten Fettsiureester und
Lipopigmente, Ferricyanidionen ( Schmorlsche Reaktion, Test nach CHEVREMONT-
FripirIc) und ammoniakalische Silbernitratlsungen (Silberimprignation nach
MassoN-HaMPERL) zu reduzieren. Beide Reduktionstests haben in die histo-
chemische Methodik Eingang gefunden. Die Ferri-Ferricyanidreaktion wird
zum Nachweis von Sulfhydrylgruppen verwandt; die argentaffine Reaktion
soll fiir die Darstellung von Phenolen geeignet sein. An der Spezifitdt dieser
Reaktionen sind aber von jeher Zweifel geduBert worden [s. hierzu Prarse (1),
GEDIGK (2) sowie GEDIGK und Totovié]. Die vorliegenden Experimente unter-
streichen die Berechtigung dieser Bedenken, da es sich gezeigt hat, dafl nicht nur
die oben genannten Substanzen, sondern auch ungesdttigte Fettsidureester von
einem gewissen Oxydations- und Polymerisationsgrad an in vivo und in vitro
bei beiden Reduktionstests eine stark positive Reaktion geben.

Dabei ist der Hinweis von ZorzoLI (1, 3) interessant, dal} in Lipopigmenten
offenbar Carbonylgruppen fiir einen Teil des Reduktionsvermégens verantwort-
lich sind. Daneben spielen aber zweifellos auch Athylengruppen, sowie u. U.
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auch Epoxyde eine Rolle. Jedenfalls gelingt es mit Hilfe der Ferri-
Ferricyanidreaktion und der Silberimprignation somit nur, eine ganz allge-
meine Aussage iber die Reduktionsfihigkeit eines Gewebselementes zu machen.
Eine nahere Charakterisierung der reduzierenden Stoffe ist nur bei gleichzeitiger
Verwendung anderer histochemischer Verfahren moglich.

Die ungesdttigten Fettsidureester nahmen nach der subcutanen Injektion —
ebenso wie bei der Einwirkung von Luftsauerstoff in vitro — allméhlich saure
Eigenschaften (Basophilie) an, die offensichtlich an ihre Oxydationsprodukte, und
zwar besonders an die bei der Oxydation entstehenden Carboxylgruppen, gebunden
waren. Mit dieser Schlulifolgerung steht der Befund im Einklang, daf3 sich durch
die Behandlung der Schnitte mit Methanol im sauren Milieu, bei der vornehmlich
die Carboxylgruppen verestert werden, die Affinitdt der Lipopigmente fir basi-
sche Farbstoffe fast véllig unterdriicken 148t. Recht wahrscheinlich ist es aber,
daB sich bei der Oxydation und Polymerisation der ungeséttigten Fettséuren
auBerdem noch 1.3-Diketone und Enol-Gruppen bilden, welche ebenfalls basische
Farbstotfe binden kénnen (Lison; Ravrora und Raviora). Mit histochemischen
Methoden gelingt es vorerst jedoch nicht, diese Gruppen in Lipopigmenten nach-
zuweisen.

Die oxydierten und polymerisierten ungeséttigten Fettsdureester besitzen die
Fahigkeit, kolloidales, dialysiertes Eisen zu binden. So werden bei der Hale-
Reaktion die im Interstitium extracellulir abgelagerten oxydierten Lipide ebenso
wie die intracytoplasmatischen lipidhaltigen Granula angeférbt. Auch die Objekt-
tragerausstriche der oxydierten Lipide zeigen eine Eisenaffinitdt. Diese Befunde
weisen erneut auf die geringe Spezifitdt der Hale-Methode hin, die keineswegs
selektiv fiir die Darstellung von sauren Mucopolysacchariden in Gewebsschnitten
geeignet ist, wie es schon von GEpI¢k (1) und Prars® (1) hervorgehoben wurde.
Neben verschiedenen Proteinen, Mucopolysacchariden, Nucleoproteiden und
Phosphorsiureestern lassen sich — wie die vorliegenden Experimente zeigen —
auch oxydierte ungesdttigte Lipide anfarben. Die Halesche Methode kann also
nur ganz allgemein zum Nachweis der ,,Eisenbindefdhigkeit* von Strukturen ver-
wendet werden.

Durch die Versuche mit reinem Fettsiureester wird auch die Unlislichkeit des
Fetthausteines der Lipopigmente verstindlich. In Ubereinstimmung mit Hass
(1, 2); Exprcorr; Dam und Graxapos sowie Casserman fanden wir, dal} reine
ungeséttigte Fettsiuren — im Gewebe und im Reagenzglas — durch die Oxydation
und Polymerisation ihre Loslichkeit in organischen Losungsmitteln verlieren. Da
es sich gezeigt hat, dafl die Lipopigmente synchron mit der fortschreitenden
Alterung nicht mehr mit organischen Losungsmitteln extrahiert werden konnen,
liegt der SchluB nahe, daB ihre Unléslichkeit ebenfalls durch den oxydativen
Umbau und die Polymerisation ihres Lipidbausteines verursacht wird. Ob auller-
dem mnoch eine Bindung der oxydierten Lipide an Proteine vorliegt, durch
welche zusétzlich ihre Loslichkeit beeintrachtigt wird, 146t sich anhand unserer
Experimente nicht entscheiden. So wire es vielleicht mdglich, daB die Léslich-
keit frisch abgelagerter, noch nicht oxydierter Fettstoffe, d. h. relativ ,,junger®
Pigmente, durch die Adsorption an Proteine herabgesetzt wird. Auch eine
Copolymerisation mit Proteinen kénnte die Loslichkeit der oxydierten Lipide
u. U. zusétzlich beeinflussen (s. S.126). Fir die Erklirung der Unléslichkeit
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des Fettbausteines der voll entwickelten Lipopigmente ist die Annahme einer
besonderen Bindung an EiweiBistoffe aber nicht notwendig.

Wie zu erwarten, verlieren die oxydierten ungesittigten Fettsdureester mit
der abnehmenden Loéslichkeit in organischen Lésungsmitteln die Fahigkeit,
Sudanfarbstoffe zu losen. Dementsprechend ist auch die geringe bzw. fehlende
Sudanophilie vieler Lipopigmente als Ausdruck des oxydativen Umbaus ihrer
Lipidkomponente und nicht als Hinweis auf das Fehlen von Lipiden zu werten.
Diese SchluBifolgerung steht mit der Tatsache im Einklang, dafl die Sudanophilie
in histologischen Schnittpriparaten gerade bei den Pigmentkérnchen fehlt, die
intensiv braun geférbt, stark basophil und gut mit Silber imprégnierbar sind, in
denen also die Oxydation und Polymerisation des Lipidbausteines besonders
weit fortgeschritten sind.

Fiir die Histologie sowie fiir die histochemische Methodik ergibt sich aus diesen
Befunden der Hinweis, dal im Cytoplasma Strukturen vorkommen koénnen,
welche durch die Ablagerung ungeséttigter Lipide gebildet werden, und die als
wesentliche Bestandteile auch Lipide und deren Oxydationsprodukte enthalten,
ohne daB ihr Lipidbaustein mit den {iblichen Methoden, wie der Extrahierbarkeit
mit organischen Losungsmitteln oder der Sudanophilie, noch nachweisbar sein
mull. Die Unldslichkeit in organischen Lésungsmitteln und das Fehlen der
Sudanophilie miissen somit nicht Beweise gegen die lipoide bzw. lipogene Natur
von Cytoplasmastrukturen sein. Ob man dann allerdings im Sinne einer klaren
biochemischen Definition diese nicht mehr extrahierbaren Oxydations- und Poly-
merisationsprodukte ungeséttigter Lipide noch als ,,Lipide” bezeichnen sollte,
steht noch dahin. Besser wire es wohl, von ,,lipogenen’ Substanzen zu sprechen
oder die Strukturen mit dem Prifix ,,Lipo‘ zu versehen (wie Lipopigment oder
Lipofuscin), um auf diese Weise ihre Herkunft darzulegen.

V. An welche Substanzen ist die Eigenfarbe der Lipopigmente gebunden ?

Uber die Natur der Higenfarbe fetthaltiger Pigmente, und zwar besonders des
Lipofuscins, ist in den vergangenen Jahrzehnten trotz vieler Untersuchungen
keine Klirung erzielt worden. Im wesentlichen stehen sich folgende Ansichten
gegeniiber: Von einer Reihe von Autoren wurden der Farbkomponente dieser
Pigmente eiweifigebundene oder proteinogene Farbstoffe zugrunde gelegt [BRAHN
und ScuMIDTMANN (1, 2); KuTSCHERA-ATCHBERGEN ; MooRE und WaNG ; DiezEL].
So wurde die Vermutung geduBert, daB die Bildung der Farbkomponente
auf der Oxydation und Polymerisation von Polyphenolen zu Melanin beruhen
konnte. Auch die Befunde von HrermpexreicH und SIEBERT sowie SIEBERT,
Drezer u. Mitarb., welche in isolierten Pigmentgranula u.a. Schwefel und Indol-
korper feststellten, lieBen an Beziehungen zwischen Lipofuscin und Melanin
denken.

Gegen die Melaninnatur der Lipofuscine lassen sich neben den bereits von
Hurok (2), Sacas und PrarsE (1) angefithrten Argumenten sowie unseren eigenen
Befunden aber auch Analysendaten und Beobachtungen heranziehen, welche un-
lingst von STEBERT, DIEZEL u. Mitarb. gewonnen und von diesen Autoren selbst
nachdriicklich hervorgehoben worden sind. So enthilt der sog. ,,schwarze Riick-
stand*‘ des Pigmentes, in dem moglicherweise melaninartige Bausteine vorkommen,
nur etwa ein Drittel des Stickstoffes, der von Masox fir die Grundeinheit des
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Melanins errechnet wurde. Auch der Gehalt an Eisen, Zink und Kupfer ist wesent-
lich geringer, als er in den Melaningranula tierischer Organe obligat gefunden wurde
(Masox). Fiir das Vorkommen melaninartiger Substanzen wire schlielich der
Nachweis relativ tyrosinreicher Proteine von Bedeutung, die darch eine Poly-
phenoloxydase (Tyrosinase) unter der Bildung von Doparesten sowie in Gegen-
wart von schwefelhaltigen Substanzen zu Melanin oxydiert werden kénnen
(Masox). Die Analysendaten von SiEBERT, DiEzEL u. Mitarb. gaben fiir einen
(ehalt der Pigmentgranula an relativ tyrosinreichen Proteinen aber keinen An-
haltspunkt. Der Gesichtspunkt, daB man Anfangsstadien des Lipofuscins unter-
suchen miifte, um gegebenenfalls noch nicht oxydiertes, tyrosinreiches Protein
finden zu kénnen, ist insofern nur bedingt stichhaltig, weil auch in ,,alten Pig-
mentgranula stets noch neues, zum Pigment umzuformendes Material abgelagert
wird, wie es sich licht- und elektronenmikroskopisch ohne weiteres nachweisen
148t [GEpIcK und Fiscrng (2) sowie GEDIGK und WESSEL, s. auch hierzu 8. 1197.
So findet man — wie wir es unlingst dargelegt hatten, und wie es auch von
SreBERT, DIEzen u. Mitarb. nachgewiesen wurde — in Ubereinstimmung mit
den genannten elektronenmikroskopischen Beobachtungen selbst in &lteren
Pigmentgranula neben den oxydierten und polymerisierten, stark gefédrbten
unloslichen Lipiden stets noch leicht extrahierbare, offenbar frisch abgelagerte
ungesittigte Lipide, die noch nicht oder doch noch nicht wesentlich dem
Oxydations- und Polymerisationsprozel unterworfen sind. Und schlieBlich ist
die oft bestitigte Beobachtung (s. auch Sacms) hervorzuheben, dafl sich an den
Stellen der Melaninneubildung —- wie z.B. bei Neugeborenen — keine Tipide nach-
weisen lassen, wihrend gerade das ,,junge” Lipofuscin durch seinen Lipidgehalt
gekennzeichnet ist und am Anfang der Lipofuscinentwicklung stets Lipide vor-
handen sind.

Aus allen diesen Grinden wird von SigBERT, DIEzEL u. Mitarb. betont, dal
ihre Befunde nur mit der ,,Annahme vereinbar sind, dall im sog. ,,schwarzen
Riickstand des Lipofuscins melaninartige Substanzen vorkommen kdnnen.
Es handelt sich dabei aber eher um einen Indizienbeweis, auf dessen Liicken in
der sehr kritischen Arbeit bereits nachdriicklich hingewiesen wird. So wird an einer
anderen Stelle besonders hervorgehoben, dall die typischen Melaningranula,
wie sie z.B. in Melanomen vorkommen, ,mit Sicherheit vom Lipofuscin unter-
schieden sind ™.

Demgegeniiber haben schon Dam und Graxapos (1, 2) sowie BeNsSLEY Oxy-
dations- und Polymerisationsprodukte ungesittigter Fettsiuren als Farbkompo-
nente des Ceroid- und Lipofuscinpigmentes angesehen. Auf Grund eigener Unter-
suchungen am Ceroid, am Vitamin-E-Mangelpigment und Lipofuscin [GEDIGK
und FiscuHEr (1, 2)] sowie in Anbetracht der jetat vorliegenden Experimente
gelangen wir zu der gleichen Auffassung wie diese Autoren; durch die Unter-
suchungen von STaMMLER wurden diese Beobachtungen kurze Zeit spifer bestitigt.
In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wies unlingst BJORKERUD (2) in dem
Lipidextrakt der Lipofuscingranula eine Eigenfarbe und Kigenfluorescenz nach.
Die Tatsache, dal3 die meisten von diesem Autor identifizierten Lipide weder ge-
firbt waren noch fluorescierten, steht zu diesen SchluBfolgerungen nicht im Wider-
spruch, weil die der chemischen Analyse zuginglichen Fettstoffe naturgemifl
noch loslich und somit nicht polymerisiert waren. — In diesem Zusammenhang
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ist die Feststellung von Raviora und Raviorna bemerkenswert, daB sich die
ungeséttigten Lipide in der Neurohypophyse ebenfalls durch Autoxydation
verfarben.

Damit erhebt sich die Frage nach der chemischen Konstitution der Farbkompo-
nente der Lipopigmente. Nach den oben beschriebenen Befunden liegt es auf der
Hand, daB es sich hierbei nicht um eine einheitliche Substanz mit genau bestimm-
baren Stoffwerten, wie Molekulargewicht, Schmelzpunkt usw., handeln kann.
Es liegt vielmehr stets eine Mischung von farbigen Oxydationsprodukten der un-
geséttigten Fettsduren vor, deren Oxydationsstufe und Polymerisationsgrad von
Fall zu Fall und je nach dem Alter der Granula durchaus verschieden sein diirften.
Wie bereits auf S.118 betont, ist die Aufklérung ihrer ndheren chemischen Struk-
tur noch nicht erfolgt und stoBt wegen ihrer Unléslichkeit nach wie vor auf groBe
methodische Schwierigkeiten, so dafl wir uns vorerst auf die Feststellung be-
schrinken miissen, dall es sich bei diesen Farbstoffen um Oxydations- und Poly-
merisationsprodukte ungesdtiigter Lipide handelt.

Betrachtet man zusammenfassend die dlteren Beobachtungen und die jetzt
neu erhobenen Befunde, so diirfte es kaum einem Zweifel unterliegen, daf unge-
séttigte Lipide durch Oxydations- und Polymerisationsvorgénge in typische gelb
bis gelbbraun gefirbte Lipopigmente, wie Ceroid und lipofuscinartige Pigmente,
umgewandelt werden kénnen, und zwar gleichviel, ob Proteine fehlen oder primér
bzw. sekundir vorhanden sind. Beriicksichtigt man ferner die Tatsache, daf aus
tyrosinreichen Proteinen oxydativ (s. oben) zwar melaninartige Stoffe oder sogar
typisches Melanin, nicht aber Lipofuscine entstehen, so kénnte man auf den
ersten Blick vielleicht annehmen, daB die Situation nunmehr eindeutig zugunsten
der ,,Lipidtheorie** geklart ist.

Trotzdem mochten wir aber die Moglichkeit nicht einfach ausschlieBen, daB
neben den im Vordergrund stehenden Oxydations- und Polyimerisationsprodukten
der ungesédttigten Lipide in den noch unvollstindig charakterisierten Proteinen
des Lipofuscins bzw. in dem sog. ,,schwarzen Riickstand” der Pigmente
auch melaninartige Substanzen vorkommen. Hierfir lassen sich nicht nur die
Untersuchungen von SreperT, Drmzer u. Mitarb. anfihren. Auch TaPpPEL;
VexoLta und TaPPEL sowie KuroDA, MisHIRO und OsHIMA halten es fiir moglich,
dafB3 es bei der Mischung von ungesittigten Fettsiureestern mit Proteinen zu
einer Copolymerisation der beiden Komponenten kommt, bei der in den von den
Lipiden eingeschlossenen Proteinen auch ,,Melanoidine” bzw. melaninartige
Stoffe entstehen konnen. Auf entsprechende Verbindungen zwischen Proteinen
und Lipiden wies in einer neueren Arbeit auch BIORKSTEN hin.

Diese unlingst auch von SieBERT diskutierte Moglichkeit wiirde sehr zur
Klérung der von ihm und seinen Mitarbeitern erhobenen Befunde beitragen und
sich mit den é&lteren und den jetzt vorliegenden, an reinen ungeséttigten Fett-
siureestern und Fettsdureproteingemischen erzielten Resultaten zwanglos in
Einklang bringen lassen. Auch wir haben ja festgestellt, daB sich die Oxydation
und Polymerisation der ungeséttigten Lipide durch eine Mischung mit Proteinen
beschleunigen 146t. Es liegt aber auf der Hand, dafl es sich hierbei vorerst nur
um die Diskussion einer Hypothese handelt, zumal sich dieses Problem wegen
der Unloslichkeit der entstehenden farbigen Oxydationsprodukte der beiden
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Stoffgruppen aus methodischen Griinden im Augenblick noch nicht verbindlich
losen 1af3t.

Jedenfalls mufl das Resultat unserer Experimente, dall lipogene Pigmente
allein aus oxydierten und polymerisierten ungeséittigten Fettsdureestern entste-
hen kénnen, und dall diese Stoffe fiir ihre wesentlichen histochemischen Eigen-
schaften verantwortlich sind, nicht zwangsldufig besagen, dalB eventuell vorhan-
dene Proteine sich nicht an diesem Oxydationsprozell der Lipide durch eine Art
Copolymerisation beteiligen, und daf dabei nicht unter Umstinden auch
melaninartige Substanzen entstehen. Proteine sind fiir die Bildung von Lipo-
pigmenten zwar nicht unbedingt erforderlich; es kénnte aber durchaus sein, daf
sie manchmal im Cytoplasma gewissermallen sekundér an der Pigmentbildung
mitwirken.

Vielleicht 146t sich das Problem auch durch die Beobachtungen von HAMMERBECK einer
Losung naher bringen, der im Lipofuscin neben den lipogenen auch proteinogene Farbstoffe
nachzuweisen glaubte. Ob es sich dabei aber um den oft erwédhnten [SacHs; WoLMAN (4)]
sudannegativen Pigmentkern handelt, steht noch dahin, weil sich der Nachweis verschieden
intensiv gefirbter, histochemisch und morphologisch unterschiedlicher Farbkomponenten im
Lipofuscin (KUTSCHERA-AICHBERGEN; SACHS; HAMMERBECK) auch ohne weiteres durch das
Vorkommen verschieden alter Lipidablagerungen in ein und demselben Pigmentgranalum,
d.h. unterschiedlicher Oxydations- und Polymerisationsgrade der ungesittigten Lipide licht-
mikroskopisch [ GEpIGK und FiscHER (2)] und elektronenmikroskopisch (GEDIGK und WESSEL)
erkldren 1aBt. SchlieBlich ist hervorzuheben, daf die histochemischen Eigenschaften dieses

scheinbar proteinogenen ,,Farbstoffes’ mit denen der fortgeschrittenen Oxydationsstufen
der hochpolymerisierten, nicht mehr sudanophilen Lipide weitgehend tibereinstimmen.

VI. Bedeutung der Proteine fiir die formale und kausale Genese der Lipopigmente

In einer fritheren Mitteilung [GEDIGK und FiscrER (2)] hatten wir darauf
hingewiesen, daB die lipogenen Pigmente trotz des ithnen allen gemeinsamen Gehal-
tes an oxydierten ungeséttigten Fettsiduren nicht einheitlich sind. Es lieBen sich
zwei Grundtypen von Lipopigmenten voneinander abgrenzen, und zwar erstens
das in Makrophagen bzw. in den zur Phagocytose befdhigten Zellen auftretende
Ceroid und zweitens die in Muskelfasern und epithelialen Zellen gebildeten Pig-
mente, ndmlich die Lipofuscine sowie das Vitamin E-Mangelpigment.

Wie bereits betont, enthalten beide Typen lipogener Pigmente auller oxydier-
ten Lipiden noch Proteine [GEDIGK (3); s. hierzu auch die zusammenfassende
Darstellung von WormaN (4)]. Im Anschluf an die eben erfolgte Diskussion
erhebt sich nunmehr die Frage, in welchem Umfang diese EiweiBstoffe an dem Auf-
bau der Pigmentkérnchen beteiligt sind, und welche Rolle sie bei der formalen
und kausalen Genese der Lipopigmente spielen. Die Untersuchung der Entwick-
lung der Lipopigmente deckt in dem Verhalten ihrer Eiweillbausteine bemerkens-
werte Unterschiede auf:

Das Ceroid entsteht bei der Resorption fetthaltiger Gewebsbestandteile
[HamPERL (2); HARTROFT (1, 2); GEDIGK und FiscHER (1)] und tritt in Form klei-
ner Tropfchen bzw. Granula in Makrophagen auf. Eiweillstoffe treten nur sekun-
dér zu den phagocytierten und oxydierten Lipiden hinzu und fallen mengen-
méBig nicht ins Gewicht. Bei den groflen Lipidtropfen kann die Beimengung von
Proteinen unter Umstdnden ganz unterbleiben bzw. sich auf die oberflachlichen
Schichten der Granula beschrinken.
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Welche Bedeutung dieser EiweiBlbaustein des Ceroids besitzt, 148t sich noch
nicht mit Sicherheit sagen. Da sich im Ceroidpigment bzw. in seiner unmittel-
baren Nachbarschaft hydrolytische Enzyme nachweisen lassen, diirfte es sich bei
diesen Proteinen zum Teil um Fermenteiweill handeln, das von der Zelle bereit-
gestellt wird und wahrscheinlich an der Verarbeitung der Lipide beteiligt ist
[GEpick und BoNTKE (1)]. Diese SchluBfolgerung wird durch die Tatsache erhér-
tet, daB die Zelle auch an andere, bei der Phagocytose entstandene Cytoplasma-
einschliisse Enzyme abgibt [GEDIGK und BoNTKE (2)].

Ein grundsétzlich anderes Verhalten des Eiweillbausteines finden wir bei den
in Parenchymzellen und Muskelfasern auftretenden Lipofuscinen. Schon quanti-
tativ spielen Proteine in ihnen eine grofiere Rolle. So ist es in Anbetracht der
vorliegenden histochemischen und elektronenmikroskopischen Befunde erwiesen,
dall die Lipofuscine neben Lipiden reichlich Proteine enthalten. Nach den
— allerdings vorerst noch mnicht iibereinstimmenden — Untersuchungen von
SieBERT, DIEZEL u. Mitarb.; HENDLEY u. Mitarb. (2, 3) sowie BIORKERUD (2)
an isolierten Lipofuscinkérnchen sollen Eiweilstoffe etwa 30—58% des Trocken-
gewichtes einnehmen, wéihrend der Gehalt an extrahierbaren Lipiden zwischen
19 und 51% liegt, und 9—30% auf den unléslichen sog. ,,schwarzen Riickstand*
fallen, in dem dann neben oxydierten und polymerisierten, ungesattigten, unlés-
lichen Lipiden (30—60% ) vielleicht noch ein melaninartiges Material vorkommt.

Die EiweiBstoffe des Lipofuscins haben sicher von vornherein eine andere
funktionelle Bedeutung als die Proteinkomponente des Ceroidpigments. Offenbar
handelt es sich um Bestandteile von stoffwechselaktiven, enzymhaltigen Cyto-
plasmabezirken bzw. Zellorganellen, in deren Bereich bei der Entwicklung des
Lipofuscins Lipide abgelagert und oxydiert werden. Uber die Natur dieser Cyto-
plasmastrukturen gehen die Meinungen noch auseinander. (Siehe hierzu die neuere
elektronenmikroskopische Literatur bei GEpick und WEsSEL 1964.)

Nach den vorliegenden licht- und elektronenmikroskopischen Befunden sind
die Proteine dieser Cytoplasmabezirke bzw. Organellen zunichst gewissermaBen
nur die Grundsubstanz, in deren Bereich die Lipide allméhlich zum Pigment um-
geformt werden. Vielleicht wird ein Teil der Proteine dabei im Sinne der oben
beschriebenen Copolymerisation oxydativ mit umgewandelt und tragt dann neben
den im Vordergrund stehenden gefirbten, oxydierten und polymerisierten unge-
sattigten Lipiden mit zu der Eigenfarbe bei.

Wiéhrend die kausale Genese des Ceroids als weitgehend gelost angesehen werden
kann [s. 8.127 sowie GEpIGK und FiscrER (1)], ist die Ursache fiir die Entstehung
der Lipofuscine noch nicht gekldrt, d.h. es ist die Frage offen, warum ungesittigte
Lipide unter Bedingungen, welche offenbar nicht immer im strengen Sinne patho-
logisch sein miissen, dem normalen Stoffwechsel entgehen und dann der Oxyda-
tion und Polymerisation anheimfallen.

GEpIek und FiscHER (2) sowie WorMAaN (4) haben die verschiedenen Moglich-
keiten diskutiert. Neben dem Fehlen von Stoffen, welche als Antioxydantien
wirken (z.B. Vitamin E), konnte das vermehrte Auftreten von Oxydations-Kata-
lysatoren (Hamoglobin, Metalle usw.) eine Rolle spielen. Auch der Zeitfaktor
scheint von Bedeutung zu sein, wie WorrsoN, WiLBUR und BERNHEIM in der
regenerierenden Rattenleber zeigten: Der Gehalt an Lipidperoxyden war am nied-
rigsten, wenn die Zahl der Mitosen am gréten war. Man konnte also annehmen,
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daf} die Moglichkeit zur Oxydation ungeséttigter Lipide in der Zelle um so grofer
ist, je langer sie dort im oxydierbaren Zustand liegenbleiben. Das scheint dann
der Fall zu sein, wenn die Lipidbildung oder -ablagerung schneller vor sich geht
oder langer andauert als der Stoffwechsel oder der Abtransport der Lipide. Unter
diesen Bedingungen konnen die ungesattigten Lipide unter Umstdnden von ihrem
normalen Stoffwechsel abweichen und oxydiert werden.

BrrN, Nanp1r, CamPBELL und Prssor nahmen &dhnliche Grinde fir die Lipofuscinent-
stehung in der Nebenniere an. Das Pigment entstand offenbar dann, wenn die Zellen nicht
imstande waren, die Lipide richtig abzugeben oder abzubauen. Ganz entsprechend wurde die
kausale Genese des Lipofuscin in der Nebenniere von DEaNE erklirt, wo es sich bevorzugt in
Zellen entwickelt, welche reichlich hochungesdttigte Lipide enthalten.

Wegen des grofien Anteiles der Proteine in den Lipofuscinen wurde gelegent-
lich angeregt, diese gefdrbten Strukturen als ,,proteinogene Pigmente zu be-
zeichnen. Ferner wurde empfohlen, nur von ,,Fuscinen” zu sprechen, da viele
Pigmentkornchen das Prifix ,,Lipo-“ in Anbetracht der geringen bzw. manch-
mal sogar fehlenden Sudanophilie zu Unrecht besitzen wiirden. Von anderen
werden zur Vermeidung dieser Schwierigkeiten die Bezeichnungen ,,Abniitzungs-
oder Alterspigment’’ bzw. ,,wear- and tear-pigment* vorgezogen. Gegen diese
Vorschlige lassen sich aber Einwédnde vorbringen.

Zunichst darf bei der systematischen Einordung und Bezeichnung eines Pig-
mentes das Mengenverhiltnis seiner einzelnen Bausteine keine Rolle spielen,
da die Zusammensetzung ein und desselben Pigmenttyps — wie wir es weiter
oben fiir Lipopigmente und an anderer Stelle fiir Eisenpigmente dargelegt haben —
nicht konstant ist, sondern in Abhéngigkeit von der Art des speichernden Organes
und von dem Alter der Pigmente u. U. erhebliche Unterschiede aufweist.
Auch die kausale Genese sollte bei der Nomenklatur von Pigmenten nicht
ausschlaggebend sein; wissen wir doch, daB aus sehr verschiedenartigen Ursachen
gleichartige Pigmente entstehen konnen [GEpIGK und StraUss; GEDIGK und
FiscHER (2)]. Zudem ist in vielen Féllen die Entstehungsursache ohnehin um-
stritten oder unbekannt. Es ist daher ratsam, die Bezeichnung einesPigmentes
nach der chemischen Natur der im Vordergrund stehenden Farbkomponente vorzu-
nehmen. Der Farbstoff ist in der Regel nicht nur fiir die Auffindung der Pigment-
granula ausschlaggebend ; er erméglicht auch die systematische Zusammenfassung
verwandter Pigmente und gibt am ehesten einen Hinweis auf die Natur der zur
Pigmentbildung fithrenden Stoffwechselvorginge.

Da aber die Eigenfarbe des in Parenchymzellen und Muskelfasern auftre-
tenden sog. Abnutzungspigmentes ebenso wie seine wichtigsten morphologischen,
histochemischen und chemischen Eigenschaften hauptsichlich an die Lipid-
komponente und deren Oxydationsprodukte gebunden sind, ist die traditionelle
Bezeichnung ,,Lipofuscin trotz der moglicherweise noch nebenbei auftretenden
melanoiden Copolymerisationsprodukte mit Proteinen nach wie vor durchaus
berechtigt und treffend.

Zusammenfassung
Im Cytoplasma von Makrophagen abgelagerte Ester hochungesittigter Fett-
sduren werden zu einem Pigment umgeformt, das in allen wesentlichen férberi-
schen und histochemischen Eigenschaften mit den im Organismus vorkommenden
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Lipopigmenten, dem Ceroid, den Lipofuscinen und dem Vitamin E-Mangel-
pigment, iibereinstimmt.

Mit zunehmender Versuchsdauer erfahren die gespeicherten ungesittigten
Fettsdureester — genau wie die natiirlich vorkommenden Lipopigmente — eine
charakteristische Anderung ihrer firberischen und histochemischen Eigenschaften :
Sie verlieren ihre Loslichkeit und Sudanophilie, sie nehmen eine gelbe bis gelb-
braune Eigenfarbe an, sie zeigen ein deutliches Reduktionsvermégen sowie eine
starke Basophilie. Dieser Umwandlung liegt hauptsichlich eine allmihliche
Oxydation und Polymerisation der ungesittigten Fettsiureester zugrunde.

Die PAS-Reaktion sowie die reduzierenden und sauren Eigenschaften der
Lipopigmente sind an Oxydationsprodukte der ungesittigten Lipide gebunden.
Auch die Farbkomponente lipogener Pigmente ist vornehmlich ein Oxydations-
und Polymerisationsprodukt ungeséttigter Fettsduren.

Die Oxydation der ungesittigten Fettsduren lduft in vivo und in vitro prinzi-
piell gleichartig ab. Nur die Geschwindigkeit des oxydativen Umbaus ist im
tierischen Gewebe groBer als im Reagensglas. Durch die Mischung mit Proteinen
148t sich eine Beschleunigung der Oxydation und Farbbildung erzielen.

AuBer den ungesittigten Fettsiureestern enthalten die Lipopigmente Eiweil-
stoffe. Bei dem in phagocytierenden Zellen entstehenden Ceroid spielen
Proteine nur eine untergeordnete Rolle und kénnen u. U. ganz fehlen. Sie
stellen offenbar Reaktionsprodukte der phagocytierenden Zellen auf die in das
Cytoplasma eingeschlossenen Lipide dar. Demgegeniiber stehen Proteine bei
den in Parenchymzellen gebildeten Lipofuscinen mengenmifBig im Vordergrund.
Sie sind Bestandteile von stoffwechselaktiven, enzymhaltigen Cytoplasma-
bezirken bzw. Zellorganellen, in deren Bereich die zum Pigment umgewandel-
ten Lipide abgelagert werden. Dabei ist es denkbar, daB ein Teil dieser Proteine
durch eine Art Copolymerisation im Sinne von SteBERT, DIrzEL u. Mitarb. zu
melaninartigen Substanzen umgeformt wird.

The Formal Genesis of Lipogenic Pigments.
Studies with Esters of Highly Unsaturated Fatty Acids
Summary

Esters of highly unsaturated fatty acids stored in the cytoplasm of macro-
phages are changed into a pigment which conforms in all essential tinctorial and
histochemical properties to the lipopigments occurring in the organism : with ceroid,
with the lipofuscins, and with the pigment of vitamin E deficiency.

With an increase in the duration of the experiment, the stored unsaturated
fatty acid esters undergo — exactly like the naturally occurring lipopigments —
a characteristic change in their tinctorial and histochemical properties. They
lose their solubility and sudanophilia, they take on a yellow to yellow-brown
color, and they show a distinct capacity for reducing, as well as an intense baso-
philia. This change is primarily due to a gradual oxidation and polymerization
of the unsaturated fatty acid esters.

The PAS reaction and the reducing and acid properties of the lipopigment
are bound to oxidation products of the unsaturated lipids. In addition, the color
component of the lipogenic pigments is, above all, an oxidation and polymeri-
zation product of unsaturated fatty acids.
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The oxidation of the fatty acids takes place in vivo principally the same as
in vitro. Only the speed of the oxidative change is greater in animal tissue than
in the test tube. When proteins are added, an acceleration of the oxidation
and of the color production is produced.

In addition to the unsaturated fatty acid esters the lipopigments contain
protein substances. In the formation of ceroid in phagocytic cells, proteins play
only a subordinate part and may, under certain circumstances, be entirely
lacking. They represent apparently products of reaction of the phagocytizing
cells on lipids enclosed within the cytoplasm. In contrast, proteins of the lipo-
fuscins formed within the parenchymal cells quantitatively predominate. They
represent components of metabolically active, enzyme-containing regions of
cytoplasm and cell organelles, where the lipids, which have been changed to
pigment, are deposited. At the same time, it is plausible, that a part of these
proteins is changed by a type of copolymerization (in the sense of SIEBERT,
Dirzer and coworkers) into melanin-like substances.
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