
Virchows Arch. loath. Anat. 339, 100--135 (1965) 

Aus den Pathologischen Instituten der Universit~iten Bonn (Direktor: Prof. Dr. H. HAMPERL) 
und Marburg (Direktor: Prof. Dr. P. G~,DIGK) 

fiber die formale Genese lipogener Pigmente 
Untersuchungen mit Estern hochunges~ittigter Fettsiiuren 

Von 

PETER GEDIGK und WINFRIED PIOCH* ** 

Mit 11 Textabbildungen, davon 3 farbigen 

(Eingegangen am 12. September 1964) 

Die fe t tha l t igen  P igmente  Lipofuscin  und  Ceroid s ind einem Alterungsprozel~ 
unterworfen ,  in dessen Verlauf  ihre morphologischen,  h is tochemisehen und  f~rbe- 
r ischen Eigensehaf ten  wei tgehend ver / inder t  werden [AscHOFF, HAMP]~RL, P]~A~S]~, 
GEDIGK (3)]. Besonders  e indrucksvol l  is t  der  U m b a u  ihres Lip idbaus te ines ,  der  in 
, , a l ten"  P igmen ten  m a n e h m a l  mengenm~l~ig scheinbar  in den H i n t e r g r u n d  t r i t t  
und  m i t  den fibliehen Methoden  schliel~lich n ich t  mehr  nachweisbar  ist. Diese 
Ta t sache  h a t  aueh  in der  j f ingsten Zeit  zu sehr verschiedenen Auffassungen fiber 
die biologisehe Bedeu tung  der  L ipopigmente ,  und  zwar  besonders  des Lipofuscins,  
geffihrt.  So is t  einerseits  die Ans ieh t  ve r t r e t en  worden,  dab  Lip ide  n icht  regel- 
m~6ig, sondern  nur  vorf ibergehend oder  zuf~llig in diesen S t ruk tu r e n  vo rkommen ,  
und dab  demnaeh  besondere  Beziehungen dieser P igmen te  zum Fet t s to f fwechse l  
unwahrschein l ieh  s ind [L~BA~SCg (1, 2) ; BRAHN und  SCHMIDTMAIql# (1, 2); KUT- 
SCHERA-AICHBERGEBI; HEIDEN~E~Cgund SISBv.I~T] .Demgegenfiber  wird  yon anderen  
Auto ren  dem F e t t b a u s t e i n  und  den  an ihm ab laufenden  0 x y d a t i o n s v o r g g n g e n  
eine wicht ige  Rolle  bei  de r  Bi ldung  der  L ipop igmen te  beigemessen [CIAccIo (1); 
SACHS; ENDICOTT; DAM und  GRANADOS (1~ 2); MASO:N und  E~MV.L; MASOn, DAM 
und  GI~AI#ADOS ; GI~AI~ADOS U. Mitarb .  ; BENSLEY; CASSELMAN; ALFERT ; TAI~I~EL; 
GEDIGK und BONTKE (l, 2); GEDIGK (3); GEDIGK und FISCHEI~ (I, 2); NOVIKOFF 
(l, 2); WOLMAN und SHOS~AN; MILDVAN und STREHL]~; STaEHLER; WOLMAN (4)]. 

_~Itere und neue Versuche zur Ermitt]ung der chemischen Zusammensetzung yon iso]ierten 
Lipopigmentgranula, welche vie]leicht zur K]~rung dieser Fragen h~tten beitragen kSnnen, 
ergaben wegen der Schwierigkeit, reines, unver~ndertes Lipofuscin zu gewinnen, und in Anbe- 
tracht der UnlSs]ichkeit des Lipidbausteines keinc befriedigenden ~esultate [BRAm~ und 
SGHMIDTMANN; (1, 2) EI~DICOTT und LILLIE; I)AI~I und GRANADOS; MOORE und WANG; 
HEIDENREICI~ und S I E ~ T ] .  Diese Probleme traten besonders in einer sehr grfindliehen 
Arbeit yon S~ESE~% DIEZEL, JAHR, KRUG, SCHMITT, GRiI~BEI~GER und BOTTKE zutage. 
So zeigte es sich, da~ auch diese Untersuchungen nicht an ganz unver~nderten Pigmenten 
vorgcnommen wurden, weil an den isolierten Granula elektronenmikroskopisch keine 
Inncnstruktur erkennbar war, w~ihrend die Vielfalt dcr submikroskopischen Formationen in 
Lipofuscinen durch zahlreiche Arbeiten bekannt und best~itigt worden ist (Literatur bei G~- 
DIGK und WESSEL). Die chcmische Aufarbeitung des isolierten Pigmentes ergab, dab neben 
Prot~einen und extrahierbaren Lipiden ca. 30 % des Trockengewichtes yon einer in Wasser, 
Sauren und organischen LSsungsmittcln selbst in der Wi~rme unlSslichen Substanz eingenom- 
men wurde. In dieser yon den Autoren als ,,schwarzer Riickstand" bczeichneten Substanz 
lie] sich zwar nebcn Schwefcl und IndolkSrpern - -  wie zu erwartcn - -  Sticks~off nachweisen; 

* Herrn Prof. Dr. H. H~M~ERr, zum 12.9. 1964 gewidmct. 
** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ffir die Unterstfitzung dieser 

Arbeit. 



Formale Genese lipogener Pigmente 101 

eine weitere chemische Charakterisierung dieser amorphen Masse war aber wegen ihrer UnlSs- 
liehkeit erschwert bzw. unm6glich. Vor aUem war es nieht gelungen, eine einwandfreie 
Identifizierung der wiederholt nachgewiesenen unges~ttigten Lipide und ihrer Oxydations- 
und Polymerisationsprodukte vorzunehmen, eben weil ihre Aufarbeitung wegen ihrer Unl6s- 
lich.keit aus methodischen Grfinden undurchfiiln'bar war. 

Neue Ergebnisse erzielten MILDVAN und ST~E~n~; ST~HLSR nnd ~MILDVAN (l, 2); 
I-IENDLEY, STR:EHLER, I:~EPORTER und GEE sowie STRElgLER, welche in isolierten Lipo- 
fuscingranula des mensehlichen Myocards fluorescierende Phospholipide mit den chromato- 
graphischen Eigensehaften yon autoxydiertem Kephalin fanden. In sp~iteren Experimenten 
best~tigten I-IENDLEY U. N_itarb. (2, 3) die Pigmentierung des Lipidextraktes der Granula 
und beobachteten die starkste spezifische F]uorescenz in der Cardiolipinfraktion. - -  Ein wei- 
terer Fortschritt gelang unlangst BJSRKERVD (1, 2), der die Zusammensetzung des aus dem 
menschlichen Herzmuskel isolierten Lipofuseins mit modernen Methoden, und zwar besonders 
dureh chromatographisehe Verfahren, analysierte. Er Iand neben Lipiden und Proteinen 
ein harzartiges, auch bei der sauren Hydrolyse resistentes Material, dessen n~ihere Charak- 
terisierung often bleiben mugte. Als wesentliche Lipide wurden Cholesterinester, Trigly- 
ceride, Cholesterin, Kephaline, Lecithin und Sphingomyelin nachgewiesen. Daneben zeigten 
sich kleine Mengen yon Sulfatiden und Spuren einer Substanz, der wahrscheilich Gang- 
lioside zugrunde lagen. Die Eigenfarbe und die Fluorescenz wurden in der Lipidfraktion 
beob~chtet, obwohl viele identifizierte, offenbar niedermolekulare Lipide weder gefarbt 
waren noch sine Eigenfluoreseenz besagen. 

Die Problematik der an isolierten Pigmenten gewonnenen Analysendaten wird besonders 
deutlich, wenn man diese in den ]etzten zwei Jahren mit modernen Methoden erzie]ten Resu]- 
tats  vergleicht: So schwanken die Angaben fiber den Lipidgehalt der Pigmentgranula zwischen 
19% ( S I ~ T  n. Mitarb.), 24--40% [HENDLEu U. Mitarb. (3)] und 51% [Bz6nKEnUD (2)]. 
Fiir die Proteins werden folgende Werte angegeben: 50% (SI~BE~T U. Mitarb.), 43--58% 
[HENDLEY u. Mitarb. (3)] und 30% [BJ6nK]~RVD (2)]. Den unlSslichen l~fickstand fanden die 
genannten Autoren in einer Menge von 30 %, 10--20 % bzw. 9 %. Ganz entsprechend unein- 
heitlich sind die Angaben fiber die Zusammensetzung der Lipidbausteine und den Amino- 
s~uregehalt. 

I n  A n b e t r a c h t  dieser Befundc  sehien ca angezeigt ,  E x p e r i m e n t e  mi t  reinen, 
ungesfi.ttigten F e t t s a u r e e s t e r n  durehzuf i ihren  und  deren Sehicksal  im Gewebe zu 
verfolgen,  u m  so viel le icht  auf e inem ind i r ek ten  Weg  einen wei teren Einb l iek  
in die Bedeu tung  dieser Subs tanzen  ffir die kausa le  und  formale  Genese yon  Lipo-  
p igmen ten  zu gewinnen.  Para l le l  zu unseren  Tierversuehen  fiber die E n t s t e h u n g  
des Ceroids bei  der  hamor rhag i schen  Fe t tgewebsnekrose  [GEDIGK und  FISCHER (1)] 
und  des Lipofuseins  im Vi t amin -E-Mange l z us t a nd  [GEDIGK und  F I s c g E a  (2) 
sowie GEDIGK und  WESSEL] in j iz ie r ten  wir  deshalb  Ea te r  ungesa t t ig t e r  Fe t t s~u ren  
in die Subeut i s  yon  Mg, usen und  beobaeh te t en  ihre Vera rbe i tung  im Cy top la sma  
von Makrophagen .  A u g e r d e m  prf i f ten wir  die Xnderung  ihrer  h is tochemisehen  
Eigenschaf ten  auf  0 b j e k t t r a g e r a u s s t r i e h e n ,  d.h. ihren  ohne die Mi twi rkung  einer 
l e b e n d e n  Subs tanz  ab laufenden  o x y d a t i v e n  U m b a u .  

Unsere  E x p e r i m e n t e  ga l ten  somi t  der  F rage ,  welehe Rolle  ungesa t t ig t e  Lip ide  
bei  tier E n t s t e h u n g  der  L ipop igmen te  spielen, und  wieweit  der  Irfiher nach-  
gewiesene Al te rungsprozeg  tatsg, chlich auf e iner  O x y d a t i o n  nnd  Po lymer i sa t ion  
dieser  Fe t t s to f fe  beruht .  Von besonderem In te resse  waren  die nach  einer langeren 
Versuchsdauer  au f t r e t enden  O x y d a t i o n s p r o d u k t e  der  ungesi~tt igten Fetts~iure- 
eater, weil sich gerade  in a l ten  P igmen ten  ein t iefgreifender  ehemischer  und  s t ruk-  
ture l ler  U m b a u  vo]lzieht.  W i r  dehn ten  deshalb  unsere  Beobach tungen  auf einen 
verhaltnism~iBig langen Zei t raum,  ng, mHeh ]1/~--2 Jahre ,  aus. A u g e r d e m  so]lte 
geklfirt  werden,  welche chemisehen und  h is tochemisehen  Eigensehaf ten  der  Lipo-  
p igmente  an ihre L i p i d k o m p o n e n t e  gebunden  sind. 

8* 
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Versuchsanordnung und Methoden 
Fiir die Tierversuche verwendeten wir 10--15 Wochen alte weii~e Inzuchtm~tuse (18 22 g), 

die Wfirfelfutter (Latz-Standardkost nach Bahner) erhielten. Zus~tzlich wurden K~rotten 
und Salatbl~tter gegeben. Diesen Tieren verabfolgten wir durch subcutane Injektionen fol- 
gende Fettsi~ureester: 

I. Insgesamt 51 Tieren wurden je 0,2 ml einer 15%igen w~rigen Emulsion yon reinen 
Methylestern hochungesgttigter C2o- und C~2-Polyens~iuren aus Lebertran (JZ 307) injiziert i. 
Diese Substanz wurde nach verschiedener Vorbehandlung verwendet: 

~) 17 Tiere erhiel~en eine 15%ige Emulsion der reinen, unver~nderten, in Stickstoff- 
atmosphere aufbewahrten (wasserklaren) Substanz. 

b) :Die gleiche Subst~nz (wie unter ~)) ]ie~en wir bei Zimmertemperatur 6--8 Monate 
unter Luftzutritt stehen. Sie f~rbte sich dabei gelblich und wurde dann 17 Tieren zn je 0,2 ml 
in einer 15 % igen Emulsion subcut~n verabfolgt. 

c) Die gleiche Substanz (wie nnter a) wurde mit H202 behandelt nnd als 15 %ige Emulsion 
17 Tieren zu je 0,2 ml in die Subcutis injiziert. 

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

II. 19 Tieren verabfolgten wir 0,2 ml einer 10%igen Emulsion yon Lebertran (DAB VI). 
TS~ung der Tiere wie unter I. 
III.  14 Tieren wurde je 0,2 ml einer Mischung von Lebertran und ~-Tokopherol (gleiche 

Teile 10 % ige w~Brige Lebertranemulsion (DAB VI) und reines ~-Tokopherol [Merck 500 949]) 
verabfolgt. 

TStung der Tiere nach 10, 20, 40, 75, 100, 200, 230 Versuchstagen. 
IV. 14 Tieren wurde ~-Tokopherol injiziert; und zwar 7 Tieren 0,2 ml Tokopherol a]s 

reine Substanz und 7 Tieren in einer 10 %igen w~l]rigen Emulsion zu 0,2 ml. 
T5tung der Tiere nach 10, 30, 45, 60, 100 und 150 Tagen. 
V. Je  0,15--0,2 ml einer 10%igen w~Brigen Emulsion yon Palmitins~uremethylester 

injizierten wir 13 Tieren. 
TStung der Tiere am 14, 20, 30., 45., 50., 60., 75., 90, 125., 150. Versuchstag. 
Die Tiere wurden durch Nackenschl~g get5tet. Im Bereich der Lipidablagerungen pr~- 

parierten wir die Rfickenhaut unter Mitnahme der oberfl~ehlichen Lagen der langen Riicken- 
mnskulatur ab. Die steeknadelkopf- bis reiskorngrol]en Granulome, welehe sich naeh der 
Injektion unges~ttigter Fetts~ureester gebildet batten, liel~en sich durch ihre gelbbraune 
Eigel~arbe leieht auffinden. Die anderen Granulome waren dank ihrer weil~lichen Farbe gut 
erkennbar. 

Die abpriparierten Gewebsstiicke fixierten wir grSl~tenteils 16--24 Std in einer 10%igen 
neutralen FormalinlSsung (10 ml 40%iges Formalin, 10 ml 10%iges CaC12, 10 ml 10%iges 
CdC], wurden mit destillier~em Wasser auf 100 ml aufgeffillt). Davon stellten wir in der fib- 
lichen Weise Gefrierschnitte und Paraffinschnitte her. Daneben wurden kleinere Gewebsstficke 
in J~thano] fixiert und in Paraffin eingebettet. Ein Tell des Materials wurde frisch, d.h. 
ohne vorherige Behandlung mit Fixierungsmitteln, fiir die Herstellung nativer Gefrierschnitte 
(Kryostat) verwendet. 

Die angewandten histochemischen Rea/ctionen und histologischen F~rbungen sind in der 
Tabelle 1 aufgeffihrt. Ihre Durchfiihrung effolgte naeh den Angaben von P]~A~SE (1), GEDIGK 
(2) sowie GEDIGK und ToTowd. 

An einem Tell der Granulome wurden histochemische Reaktionon zum Naehweis von 
Enzymen durchgefiihrt. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in einer frfiheren Arbeit ver- 
6ffentlicht worden [GEDIGK nnd ]BoNTKE (2)]. 

Untersuchungsergebnisse 

I .  Methylester ungesiittigter Fettsiiuren und Lebertran 

Die Speicherung sowie die extra- u n d  intraeellulgre U m w a n d l u n g  der verschie- 
denen  Methylester  ungesi i t t igter  Fe t t s~uren  u n d  des Leber t ranes  erfolgte in  

Herrn Prof. Dr. Dr. E. KLENX und Frau Prof. Dr. H. DEBVCg, Physiologisch-Chemisches 
Institut der Universi~t~ KSln, danken wir ffir die ]iebenswiirdige Uberlassung yon Sub- 
stanzproben dieser Fetts~ure-Me~hylester und fiir die Bera~ung bei der Durchfiihrung der 
Experimente. 
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pr inzipie l l  gMeha r t i ge r  Weise.  W i r  besehr/~nken uns deshalb  auf  die Besehrei-  
bung  der  Ergebnisse ,  die bei  der  Verabfo lgung yon  reinen,  unges / t t t ig ten  F e t t -  

sgurees tern  erziel t  wurden :  

4--14 Tage nach der Injektion fanden  wir  die Fe t t sgu ree s t e r  in den  Saf t spa l t en  
des subeu tanen  Bindegewebes  teils  als Tropfen  und  teils  als gesehichte te  Membra-  
nen (Abb. la ) .  Naeh  dem Abkl ingen  der  exsuda t iven  Gewebsreak t ion  k a m  es 
- -  genau  wie bei  der  Ablagerung  andere r  F r e m d k 6 r p e r  - -  zu einer Pro l i fe ra t ion  
his t ioeyt / i rer  E lemen te  und  zur  Sprossung yon  Capil laren.  I n  d iesem resobierenden 
Granula t ionsgewebe  t r a t e n  H i s t i oey t en  mi t  den  in j iz ie r ten  Fet ts /~ureestern in  
enge Ber i ihrung  und  phagoey t i e r t en  kle inere  und  gr6Bere Par t ike l .  N ieh t  sel ten 
b i lde ten  sieh Fremdk6rper r iesenze l len .  I m  Cy t op l a sma  der  mononuelegren  Phago-  
ey ten  und  der  Riesenzel len t r a t e n  dann  L ip id t rop fen  auf, die h is toehemiseh 
folgende wesent l iehe E igensehaf ten  besagen  (vgl. Tabel le  2): 

Die intraeytoplasmatisehen Lipidtropfen waren sehr stark sudanophil. Bei der Einbettung 
des Gewebes in Paraffinwurden sie gr613tenteils aus dem Sehnitt gel6st, so daf3 im Cytopiasma 
der phagoeytierenden Zellen kleine Hohlrgume auftraten. Einige •etttropfen waren abet 
sehon naeh dieser kurzen Zeit in den iibliehen org~nisehen L6sungsmitteln nieht mehr 16slieh 
und blieben aueh im Paraffinsehnitt erhMten (Abb. lb).  Sie gaben eine starke Perameisen- 
sgure-Sehiff-Reaktion und eine deutliehe bis starke Reaktion fiir Peroxyde. 2r der Baker- 
sehen Reaktion waren sie dunkel-grauschwarz gefgrbt. ])agegen besaBen sie keine Eigerrfarbe 
und zeigten nur eine ganz sehwaehe weiBliehe bis hellgelbe Eigenfluoreseenz. 1VIit dem Sehiff- 
sehen Reagens und bei der F~rbung naeh ZIE~L-NEELSEN wurden sie anfangs nieht an- 
gei~rbt. Bei der PAS-Reaktion stellten sie sieh zungehst nut sehr sehwaeh oder iiberhaupt 
nieht dar (Abb. 2 a). Eine nennenswerte Affinitgt fiir basisehe Farbstoffe (Abb. 3 a) und ein 
ReduktionsvermSgen (Abb. l a  und 5a) waren histoehemiseh nieht naehweisbar. Die Reak- 
tionen zum Naehweis yon Aminos~uren und Proteinen waren fast stets negativ. 

Die extraeellul~r in den Saftspalten liegenden Lipidmassen und die intraeytoplasmatisehen 
LipidtrSpfehen zeigten histoehemiseh in allen wesentliehen Punkten das gMehe Verhalten. 

Nacl~ ~4--60 Tagen fanden  sieh im t~ereieh der  In jek t ionss te l l en  zahlreiche 
mononuele/~re P h a g o e y t e n  und  Fremdk6rper r iesenze l len ,  welehe die in den  Saft-  
spa l ten  l iegenden teils  a m o r p h e n  und  tei ls  m e m b r a n a r t i g  angeordne ten  Lip id-  
massen  abbau ten .  Das Cy top l a sma  der  phagoey t i e renden  Zellen war  auf das  
d iehtes te  mi t  k le inen und  grogen  l ip idha l t igen  Granu la  angefii l l t .  I) iese h a t t e n  
in der  Zwisehenzei t  ihre f~rber isehen und  h is toehemisehen  Eigensehaf ten  gegnder t  
(vgl. Tabel le  1 und  2): 

Die lipidhaltigen Granula liegen sieh mit FettlOsungsmitteln nieht mehr aus dem Gewebe 
extrahieren und blieben aueh im Paraffinsehnitt erhalten. Mit Sudanfarbstoffen wurden sie 
sehr stark angef~rbt (Abb. l e). Sie besagen eine hellgelbe Eigenfarbe und eine hellgelbe 
Autofluoreseenz (Blaulieht). Die Eigenfarbe und die Eigenfluoreseenz wurden dutch die 
Behandlung der Sehnitte mit Fettl6sungsmitteln nieht abgesehw/ieht. ~lit dem Sehiffsehen 
Reagens wurden die K6rnehen deutlieh gefgrbt. Die Bakersehe saute I-I~mateinmethode 
ergab eine grausehwarze Farbe. Die PAS-Reaktion, die Perameisens~ure-Sehiff-Reaktion 
und die Priifung der S~urefestigkeit naeh ZIE~L-NE~.LSE~ fielen sehr stark positiv aus. 
Peroxyde waren mit histoehemisehen Methoden naeh 44 Tagen noeh in geringem Umfang, 
naeh 60 Tagen nieht mehr naehweisbar. Die lipidhaltigen Granula besagen nunmehr 
eine Affinitgt fiir basisehe Farbstoffe; ihre Methylenblaubindefghigkeit lieB sieh bis pH 3,5 
verfolgen. ])ureh den l%eduktionstest naeh C~VREMONT-F~]~])]~RIC wurden sie stark 
angeigrbt. Dagegen ergab die Silberimpr/ignation naeh MASSOI~--HAMPERL ein negatives 
Resultat. Die Reaktionen fiir Aminosguren und Proteine fielen nieht einheitlich aus: In  
den groBen intraeytoplasmatisehen Fettkugeln waren die Eiweil3reaktionen stets negativ. 
Die kleineren Granula gaben dagegen mitunter eine positive Tetrazoniumreaktion und 
eine sehwaehe Ninhydrin-Sehiff-Reaktion. Aueh der Argininnaehweis fiel oft sehwaeh 
positiv aus. 
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Abb. l a - - c .  Verarbeitung eines unges~ittigten Fettsi~ureesters in der Subcutis (der gleiche Versuch wie Abb. 2, 
3, 4, 5, 9 un4 10). Paraffinschnitte. F~irbung mit Sudanschwarz und Kernech~rot. a 4 Tage nach der In- 
jektio~l: IrL den Saftspalten liegen die Fetts~tureester teils als geschichte~e Membranen und teils tropfenfSrmig; 
bei der Paraffi~minbettung werden sie noch teilweise aus dem Schnitt gelSst. Iu  der Umgebung Ansarnm- 
lungen vo]l ~akrophage~ und Histiocytem Yergr.: 45fach. b 7 Tage nach der Injektion. Die :Phagocyten 
wa~lderr~ an die in derL Saf~spal~en liegenden, teils amorphen, ~eils membranurtig gefalteten Fetts~ureester her~n 
ulld nehmen bereits einzelne Lipidpartikel in ihr Cytoplasmu auf. Yergr,: 700fach. c 44 Tage nach der Injektion 
finden sich im Cytoplasma der Phagocyten dicht gelagerte, verschiede~, groge Tropfen des Fetts~uremethylesters, 

welche bereits zum Ceroidpigment umgeformt siad. Vergr.: 900fach 
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Die extracellul~r liegenden Methylester der unges~tt igten Fetts~Luren ha t t en  ebenfMIs 
ihre LSslichkeit verloren. Sie waren jedoch nur  ganz schwach gelblich gef~rbt; auch ihre 
Eigenfluorescenz zeigte einen mehr  weit3en bis gelblichweiBen Farbton.  Die Prfifungen der 
B~sophi]ie und des ReduktionsvermSgens fie]en welt schw~cher aus Ms bei den phagocyt ier ten 
Lipiden. Wie zu erw~rten, w~ren die Reakt ionen ffir Aminos~uren (Proteine) negativ.  Bei 
den iibrigen histochemischen l~e~ktionen unterschieden sie sich noch nicht  nennenswert  yon 
den intracytoplasm~tischen Lipidgranul~. 

Abb. 2a u. b. Phagocyten bei tier Speichermlg des gleichen unges~ittigten Fettsfiureesters (der gleiche Versuch 
wie in Abb. 1, 3, 4, 5, 9 und 10). Paraffinschnitte, PAS-Reaktion. Yergr. : 900fach. a 14 Tage nach der Injektion. 
Die Lipidtr6pfchen sind teils ungef~rbt, tells geben sic schon eine mehr oder weniger deutliche PAS-Reaktion. 
b 360 Tage nach der Injektion. Sehr starke PAS-t~eaktion der intracytoplasmatischen Pigmen~k6rnchen (oben). 

Schw~ichere Reaktion der nicht phagocytierteI~ amorphen Fetts~iureester in den Saftspalten (uniell) 

In der [olgenden Zeit (nach 7--14 Monaten) s e h r i t t e n  die  R e s o r p t i o n  u n d  P h a -  

g o e y t o s e  d e r  i n  d e n  G e w e b s s p M t e n  a b g e l a g e r t e n  L i p i d e  n u r  n o e h  l a n g s a m  for t .  

D i e  in  da s  C y t o p l a s m a  e i n g e s e h l o s s e n e n  g r 6 g e r e n  L i p i d t r 6 p f e h e n  w u r d e n  i n  zu-  

n e h m e n d e m  M a g e  i n  k l e i n e r e  P a r t i k e l  u n t e r t e i l t ,  so d a b  s ieh  i n  e in  u n d  d e r s e l b e n  

Zel le  n e b e n e i n a n d e r  ] i p i d h M t i g e  G r a n u l a  v o n  v e r s e h i e d e n e r  Gr6Be  f a n d e n .  I h r e  

f ~ r b e r i s e h e n  u n d  h i s t o e h e m i s e h e n  E i g e n s c h a f t e n  b a t t e n  s ich  w e i t e r h i n  v e r & n d e r t ,  

u n d  z w a r  u m  so s t a r k e r ,  je  k M n e r  sie w a r e n .  Sie g a b e n  j e t z t  f o l g e n d e  h i s t o e h e m i -  

s ehe  l ~ e a k t i o n e n  (vgl.  T a b e l l e  2):  

Nach wie vor waren die Granul~ in org~nischen L6sungsmitteln uMSslich und n~ch der 
Paraff ineinbet tung ebenso gut  erhMten wie in den Gefrierschnitten. Ihre  Sudanophilie w~r 
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Tabel le  1 

Ubersicht i~ber die histochemischen Eigenscha/ten und das /~irberische Verhalten reiner Methylester 
unges~ittigter Fettsduren, des Ceroids, des Lipo/uscins und des Vitamin E-Mangelpigmentes 

Fiirbungea und histochemische 
Reaktionen 

Eigen fa rbe  . . . . . . .  

E igenf luorescenz  (Blaul icht)  

F ~ r b u n g  m i t  S u d a n  I I I / I V  
(am Pa ra f f i n schn i t t )  . . 

F g r b u n g  m i t  S u d a n  I I I / I V  
n a c h  E x t r a k t i o n  m i t  e iner  
s i edenden  Chloroform-  
M e t h a n o l m i s c h u n g  . . . 

F g r b u n g  m i t  S u d a n s c h w a r z  
(am Pa ra f f i n schn i t t )  . . 

Pe ramei sens~ure -Seh i f f -  
r e ak t i on  . . . . . . .  

Pe rame i sensgure -Sch i f f -  
r e ak t i on  n a e h  B r o m i e r u n g  

Sehi f f reak t ion  . . . . . .  

P e r o x y d n a c h w e i s  (DAM u. 
GRANADOS) . . . . . .  

S~urefes t igke i t  n a c h  ZIEHL- 
lkTEELSEN . . . . . . .  

Bake r sche  R e a k t i o n  ffir 
Phospho l ip ide  . . . . .  

F~irbung m i t  L u x o l f a s t b l u e  

Nachwe i s  y o n  Choles te r in  . 

PAS-l%eakt ion . . . . . .  

P A S - R e a k t i o n  n a c h  Ace ty -  
l i e rung  . . . . . . . .  

P A S - R e a k t i o n  n a c h  Ace ty-  
l i e rung  u n d  V e r s e i f u n g . .  

P A S - R e a k t i o n  n a c h  Dia-  
s t a se  . . . . . . . . .  

P A S - R e a k t i o n  n a c h  
t t y M u r o n i d a s e  . . . . .  

F ~ r b u n g  m i t  To lu id inb lau  . 

1Kethylester polyungesi~ttigter 
Fetts~,uren 

Objekt- 
tri~ger- 

strich I 

gelb 

+ + +  

+ + +  

o/ 

+ + +  

0 

+ + +  

+ + + 

I m  Cyto- 
Im Inter- plasma yon 

stitium der Makropha- 
Subcutis gea gespei- 

(extracellu- chert und 
l~r) ab- zum Pig- 
gelagert ment um- 
(N:aus) 2 geformt 

(Maus) 3 

+ +  

0 

+ +  

0 

+ +  

+ +  

§  

(+) 

Ceroid 
(1Kensch 

und ttatte) 4 

Lipofuscin 
(Mensch) 

Vitamin E- 
Mangel- 
pigment 
(RatteP 

hellgelb 
bis gelb.. 

b r a u n  

+ + +  

(+) 

(+) 
(unver-  
~nder t )  

+ / + +  

+ 

0 

(+)  

0 

+ / + +  

+ +  

(grau-  
sehwarz)  

+ 

0 

+ +  

0 

+ +  

+ +  

+ +  

+ / + +  
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Fgrbungea und histochemische 
Reaktionen 

F ~ r b u n g  m i t  T o l u i d i n b l a u  
n a c h  M e t h y l i e r u n g  . . . .  

F ~ r b u n g  mi~ M e t h y l g r f i n  , 

M e t a c h r o m ~ s i e  ( T o l u i d i n -  
b l a u )  . . . . . . . . .  

F ~ r b u n g  m i t  A s t r a b l a u  . . 

M e t h y l e n b l a u b i n d u n g  
b i s  pI-I . . . . . . . .  

E i s e n b i n d u n g  ( H A n r )  . . 

B e r l i n e r  B l a u - R e a k t i o n  . . 

~edukt ions~es tG n a c h  C]t~- 
VlCE~d:ONT-FR]~D~RIG . . 

R e d u k t i o n s t e s t  n a c h  X C N .  

R e d u k t i o n s t e s t  n a c h  HgC]~ 

S i l b e r i m p r a g n a t i o n  n a c h  
MASSoN-HAI~P:ERL . . , 

T e t r a z o n i u m r e a k t i o n  . . , 

T e t r a z o n i u m r e a k t i o n  n a c h  
B e n z o y l i e r u n g  . . . . .  

~ i l l o n s c h e  R e a k t i o n  . . . 

B a r r n e t t -  u n d  S e l i g m a n s c h e  
R e a k ~ i o n ,  S H - G r u p p e n  . 

A r g i n i n r e a k t i o n  . . . . .  

N i n h y d r i n -  S c h i f f - l ~ e a k t i o n .  

H ~ i m a t o x y l i n - E o s i n -  
F ~ r b u n g  . . . . . . .  

V a n  G i e s o n - F ~ i r b u n g  . . . 

B i n d e g e w e b s f B r b u n g  n a c h  
I~[ASS O:N . . . . . . . .  

T a b e l l e  I ( F o r t s e t z u n g )  

Methylester polyunges~ttigter 
Fetts~uren 

Im Inter- 
sti t ium der 

Subcutis 
(extracellu- 

lar) ab- 
gelagert 
(3faus) 

4,~ ~,5 

(+) 
+ 

(+)/0 

0 

0 

0 

h e l l g e l b  

ge lb  

Objekt- 
tri~ger- 

~l/s- 
strich ~ 

Im Cyto- 
plasm~ voi] 
Makropha- 
gen gespei- 
chert und 
zum Pig- 
merit um- 
geformt 
(~iaus) 3 

Ceroid 
(Sfensch 

undRatte) 4 

Vitamin E- 
Lipofuscin Mangel- 
(Mensch) pigment 

(Ratte) s 

0 

§ 2 4 7  

0 

0 

3,5 

0 

§ 2 4 7  

0 

(+)/+ 

4 , 6 - - 3 , 6  

§ 2 4 7 2 4 7  

0 

+/++ 

§247  

(+) 

§ 2 4 7  

§ 2 4 7 2 4 7  

0 

(+)  

(+) 
§ 

7 

b r a u n  h i s  
b r a u n r o ~  

g r a u  - 
b r a u n  

d u n k e l -  
v io l e t~  

D i e  A n g a b e n  b e z i e h e n  s i c h  a u f  M e t h y l e s t e r  p o l y u n g e s g t t i g t e r  F e t t s g u r e n ,  d ie  1 2 - - 1 4  Mo- 
n a t e  b e i  Z i m m e r ~ e m p e r a t u r  m i t  L u f t s a u e r s t o f f  o x y d i e r t  w u r d e n .  

2 1 2 - - 1 4  M o n a t e  n a c h  d e r  I n j e k t i o n  i n  d i e  S u b c u t i s  y o n  M~iusen. 
a 4 4 - - 6 0  T a g e  n a c h  d e r  s u b c u t a n e n  I n j e k t i o n .  
4 4 6 - - 8 0  T a g e  a l t e s  Ce ro id .  
5 2 8 1 - - 3 7 1  T a g e  Mtes  V i t a m i n  E - M a n g e l p i g m e n t .  
Reaktion; + + + = s e h r  s t a r k ;  + + = s t a r k ;  + = d e u t l i c h  p o s i t i v ;  (+ )  - -  i n k o n s t a n ~  o d e r  

s c h w a c h ;  0 = n e g a t i v .  
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s tark  herabgesetz t .  Die grSBeren KOrnchen l iegen sich nur  noeh mi~ Sudanschwarz ,  jedoch 
n ieh t  mehr  mi t  Sudanro t  darstel len,  w/ ihrend die kleineren Granula  ihre Affinit / i t  fiir Sudan-  
farbstoffe  vSllig ver loren h a t t e n  und  weder  m i t  Sudanro t  noch  mi t  Sudanschwarz  angefs  
werden k o n n t e n  (Abb. 9). Die k M n e n  Granula besMten eine ge lbbraune  bis t i e fbraune  Farbe  
(Abb. 9 und  10) u n d  l euch te ten  im Blaul icht  n u r  noeh sehwach dunke lb raun  auf. N i t  dem 

Abb. 3a u. b. Phagoeyten bei der Verarbeitung yon unges~ttigten Fetts/iureesterll (der gleiehe Versuch wie in 
Abb. 1, 2, 4, 5, 9 und 10). F/i, rbung mit einer 4-10 -4 m ]VIethylenblauI6sung, die mi~ Acetatpuffer auf ptI 3.9 ein- 
gesteIlt wurde, a 14 Tage und b 360 Tage nach Versuehsbeginn. Deutliche Zunahme der 1Y[ethylenblaubinde- 
fiihigkeit der intraeytoplasmatisch gespeieherten Lipide im Laufe der Alterung, Keine ]~asophilie der nieht 

phagocytierten, extraeellul~ren FettsS~ureester (unten). Vergr.: 900faeh 

Sehiffschen Reagens  l ies  sich nu r  eine sehr  schwache F/ i rbung erzielen. Der  s~ure Hgmate in -  
Test  nach  ]3AXE~ ergab eine schwachgraue  F~rbe  und  fiel m a n c h m M  nega t iv  aus. Aueh  die 
Perameisens~ure-Sehi f f -Reakt ion  war  erheblich schw~eher  geworden.  Die Reak t ion  fa r  Per-  
o x y d e f i e l s t e t s n e g a t i v  aus. Unver/~ndert  sehr  s t a r k p o s i t i v  waren  d i e P A S - R e a k t i o n ( A b b .  2b) 
und  die Pa r bung  nach  ZIEgL-NE~LSlS~. Die Affinit/~t ffir basische Farbs tof fe  n a h m  wel ter  zu;  
selbst  bei  p t I  2,2 war  noch eine Methy lenb laub indung  nachweisbar  (Abb. 3 b). Das  1%eduktions- 
vermOgen (Test  nach  Crr~VBE~rO~T-FR~DimC) war  erheblich vers t~rk t  (Abb. 4b) .  Auch  bei 
der  Silberimprggna.t ion n~ch MASSO~-H~P~RL wurden  die Granuta  j e t z t  sehr  s ta rk  ge- 
sehwgrzt  (Abb. 5 b). Bei den  Naehweis reak t ionen  far  Aminos~uren  und  Pro te ine  erziel ten wir 
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uneinhei t l iche  Resu l t a te :  W~ihrend in den grSl~eren L ip id t r5pfchen  keine Eiweiltstoffe nach-  
weisbar  waren,  fielen diese Reak t ionen  in den  kleinen KSrnchen  meis tens  posi t iv  aus. 

Die in den  Saf t spa l ten  ] iegenden L ip idmassen  waren  prinzipiel l  den gleichen Ver/ inderun-  
gen un te rworfen  wie die in t r~ey top]asmat i sch  gespeieher ten  Lipide.  Allerdings liefen die Um-  
bauvorg~inge hier wesent] ich ]angsamer  ab. Dies k a m  in der  noeh nach  e inem J a h r  sehr  s ta rken  

Abb. 4a u. b. l~hagocyten bei der Verarbeitung eines ungesgttigten Fetts~ureesters (der gleiche Versuch wie 
Abb. 1, 2, 3, 5, 9 und 10). ParafHnschnitte. Reduktioilstest nach CHI~VREi~IO~T-FRI~D]~RIC. Kerrlechtrot. u 
900fach. a 14 Tage told b 360 Tage n~ch der Injektiom Das zungchst (rLach 14 TageIl) nut schwa.che l%eduktions- 
verm6gen der intracytoplasmatisch gespeicherten LipicltrSpfchen ist nach 12 Monaten sehr ausgepr~gt. Dage- 
gen besitzen die in den Saftspaltml liegenden amorphen Lipidmassen auch aach einer langen u 

nur eine schwache Reduktionsf/ihigkeit (unten) 

Sudanophi l ie  (Abb. 9), der  ausgeprggten  Perameisensgure-Sehiff - lReakt ion sowie der  deut-  
l ichen Pe roxydreak t ion  zunl Ausdruek.  Mit  dem Bakerschen  sauren Hgmate in -Tes t  wurden  
sic dur~kel-grausohwarz gefgrbt,  Die extraeel lulgr  abgelager ten  Lipide  besal~en nach  12--16  
Mona ten  nu r  eine sehwaehe hellgelbe Eigenfarbe,  keine nennenswer te  Affinit i i t  fiir basische 
Farbs tof fe  und  nu r  ein gerirtges l%eduktionsverm6gen. Aueh die P A S - R e a k t i o n  und  die 
Fg r bnng  nach  ZIEHL-1N~EELSER- fielen schwgcher  aus als bei  den  phagocy t i e r t en  ungesg t t ig ten  
Fet~sgurees tern  (vgl. Abb.  2b ,  3b,  4b ,  5b).  Schlie$Iich fehl te  ihnen  die ]~eimengung yon  
Aminos/ iuren und  Pro fe inen ;  nur  in den  oberfli iehlichen Schieh ten  der  extracel lulgren Lipid-  
ab lagerungen waren  die  l%eaktionen fiir Aminosguren  u n d  Pro te ine  m a n c h m a l  schwach 
posi t iv.  
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Abb. 5a  u. b. Phagocyten  bei der Verarbeitung eines unges~ttigten Fe~ts~ureesters (der gleiche Versuch 
wie Abb. 1, 2, 3, 4, 9 u~d 10). Silberimpr~gnatiol~ nach :~ASSON-ttA)iPER]~. Vergr.: 9G0fach. a 14 Tage nach  der 
Injektion.  Die phagocyt ier ten Fetts~tureester vermSgen noch nicht die ammoniakalische Sflberl6sung zu 
reduzieren, b 360 Tage nach Versuchsbeginn. Ausgepr~gtes /~eduktionsvermSgen der Pigmentgranula  (oben). 

Keine nennenswerte ~eduktionsfiihigkeit der nicht  phagocytier ten Lipidmassen (uaten) 

II .  Mischungen von Methylestern hochungesiittigter FettsSuren bzw. Lebertran 
mit Tokopherol 

In  weiteren Experimenten verfolgten wit die Resorption und Verarbeitung yon 
Methylestern hochungesi~ttigter Fetts~uren und yon Lebertran, die vor der 
subcutanen Injektion mit ~-Tokopherol vermischt wurden. Dabei erhoben wir 
folgende Befunde : 

Die Fetts~ureester-Tokopherolgemische lagen ~nfangs ebenso wie die reinen 
Fettsi~ureester Ms grol~e Tropfen in den SaftspMten der Subcutis. Im Gegensatz 
zu den reinen unges~ttigten Lipiden wurden die Gemische aber zun~chst nur in 
geringem Umfang in das Cytoplasma yon Phagocyten aufgenommen. Im Inter- 
stitium bildeten sich vielmehr kleinere und grSl]ere lipidhMtige Seen bzw. Cysten, 
deren Wand ~nf~ngs yon einem lockeren und sparer yon einem faserreichen Binde- 
gewebe eingenommen wurde (Abb. 6a). 
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Erst 2--3 Monate nach der 
Injektion der Fettsgureester- 
Tokopherolgemisehe ~nderte 
sieh das Bild allm~hlich. In  
der Wand der Cysten und in 
ihrer Naehbarschait t raten in 
zunehmendem MaBe mono- 
nuelegre Phagocyten und 
Fremdk6rperriesenzellen auf, 
deren Cytoplasma mit Li- 
pidtropfen angeffillt war 
(Abb. 6b). Diese besal3en die 
gleiehen Eigenschaften wie 
die intracytoplasmatisehen 
Granula, welche wir bei der 
Verabreiehung reiner Methyl- 
ester hochunges/~ttigter Fett-  
s/iuren beobachtet hatten. Sie 
waren aueh den gleiehen Um- 
bauvorg/tngen unterworfen. 
Gleiehzeitig kam es zu einer 
allms R/ickbildung der 
Cysten. Naeh etwa 6--8 Mo- 
naten land sieh dann im 
Bereich der injizierten Fett- 

sguremethylester-Tokopherol- 

gemisehe nur noeh eine dichte 
Ansammlung yon Fibroblasten 
und Makrophagen mit lipid- 
haltigen intraeytoplasmati- 
sehen Granula (Abb. 6e). 
Weder morphologiseh noeh 
histoehemisch untersehieden 
sieh diese a]ten Fetts/~ure- 
ester - Tokopherol - Granulome 
von den dureh reine Fett- 

Abb. 6a--c .  Verarbeitung eines Leber- 
traa-Tokopherolgemisches (0,1 mI einer 
10 % igen wS~grigen Lebertranemulsio~ 
und 0,1 mI reines TokopheroI). Paraffiu- 
schnitte, F~rbung mit Sudanschwarz und 
Kerneehtrot. Vergr.: 450lath. a 40 Tage 
~lach Versuchsbeginn finden sieh im ]3e- 
reich der Injek~ionsstel]e kleinere und 
grOBere lipidhaltige Cysten. Keine :Bil- 
dung yea  oxydierten, urdSsHehen Fettsg~ureestern im Interstitium. Keine ceroidhMtigcn Phagocyten. b 75 Tage 
uach der Injektion zeigen sieh in der Wan4 tier Cysten vereinzelte Phagoeyten, welche unlSsIiehe Tropfen des 
oxydieri,en unges~ttigten Fetts~ureesters enthalten, c 200 Tage nach dem Yersuchsbeginn sind die Cysten 
zum grogen Teil versehwunden. An illrer Ste]le finden sieh clichte Ansammlungen ,/on Phagoeyten, deren 

Cytoplasma mit Ceroidk6rnehen gefiil]t is~ 
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ss erzeugten Granulationsgeweben. Ihre Entwieklung war nur um 
mehrere Monate verzSgert. 

I I I .  Reines Yokopherol 
Zur Kontrolle untersuehten wir 14 Tiere, denen reines Tokopherol subcutan 

injiziert worden war. Dabei fanden sieh in der Subcutis nur zahlreiche tokopherol- 
haltige Cysten, die durch sehmMe, bindegewebige Septen voneinander getrennt 
wurden. Die intracytoplasmatische Tokopherolspeicherung t ra t  demgegentiber 
in den Hintergrund. Nur ganz gelegentlieh zeigten sich in einzelnen Zellen kleine, 
offenbar tokopherolhaltige Tr6pfchen. Makrophagen mit gespeiehergen, sehwer- 
16slichen Lipiden waren weder bei den jtingeren noeh bei den /~lteren Versuchs- 
tieren vorhanden. 

IV. Palmitinsiiuremethylester 
Einer anderen Gruppe von Versuehstieren (13 M/ruse) injizierten wir in die 

Subeutis Emu]sionen yon reinem PMmitins/~ureester. Naeh einer kurzen exsuda- 

Abb. 7. Speicheruag yon reinem Pahni~ins~.uremethylester. 45 Tage 
naeh der subcutaner~ Injektion. Paraffinschnitt. F~rbung mib Sudan- 
schwarz und Kcrnechtrot. Vergr.: 900fach. Die in den Phygocyten 
als Tropfen abgelagerten ges~ittigten Fe%s/iureester wurden bei der 
Einbettung in Paraffin extrahiert. Das Cytoplasma ist dann yon 
rundlichen Lficken durchsetz~ und besitzt ein schaumiges Aussehen. 
Keine Bildung yon unlSslichen Lipiden im Interstitium. Xeine 

PigmentkSrnchen 

Versuehsgruppe traten im Cytoplasma oder in 
fluoreseierende Lipide auf (Abb. 7). 

tiven Gewebsreaktion ent- 
wickelte sich an den In- 
jektionsstellen ein typisches 
Fremdk6rpergranulationsge-. 
webe. Der implantierte ge- 
sgttigte Fetts/~ureester wurde 
dabei in dem Cytoplasma 
der Mesenehymzellen in 
Form kleiner, sudanophiler 
Tr6pfehen abgelagert, die 
sieh mit organisehen L6- 
sungsmitteln sowohl in den 
jtingeren als aueh in den 
Mten Granulomen ohne 
weiteres extrahieren liegen. 
In Paraffinsehnitten war das 
Cytoplasma der Phagoeyten 
daher yon rundliehen Lfik- 
ken durehsetzt. Nieht selten 
kam es zur Bildung yon 
Toutonsehen giesenzellen 
mit mittelstgndigen Kernen. 
In keinem Stadium dieser 
den Saftspalten unlSsliehe, 

V. ,4 utoxydation hochungesSttigter Fettsiiuren au[ Ob~el~ttriigerausstrichen 
Weitere Untersuehungen gMten der Frage nach dem f~rberischen Verhalten 

der in vitro entstehenden Oxydations- und Polymerisationsprodukte yon reinen 
Estern hoehunges~ttigter Fetts~uren. Bei diesen Versuchen wurden einzelne 
Tropfen der Fettsi~ureester auf Objekttr~tger gebracht und dureh Luftsauerstoff 
bei 37 o C oxydiert. In verschiedenen Zeitabsti~nden ffihrten wir an diesen Aus- 



Formale Genese lipogener Piglnente 113 

striehen eine l~eihe yon histologischen Fitrbungen und histochemisehen Reak- 
tionen durch. Zur Kontrolle nahmen wh ~ die gleichen Untersuchungen an 0bjekt-  
tr~gerausstrichen yon Fettsgureester-Albumingemischen vor. Als wesentliche 
Resultate dieser Versuche seien hervorgehoben (vgl. Tabelle 1): 

Reine (nicht oxydierte) Methylester hochunges~ttigter Fetts/~uren sind in 
Fettl6sungsmitteln gut 16slich, sehr stark sudanophil und ungefgrbt (wasserklar). 
Sie zeigen eine weiBliche Autofluoreseenz. Die Perameisens/~ure-Schiff-Reak- 
tion ist sehr stark positiv, die PAS-l~eaktion negativ oder nur ganz schwach 
positiv. Der Bakersche saure H~mateintest  fgrbt sie dunkel-grauschwarz. Bei 
dem Test nach CIII~Vt~E~ONT-FI~t~DI~IgIC und bei der Silberimpr/ignation naeh 
MASSON-HAM~ERL weisen sie nut  ein geringes l~eduktionsverm6gen auf; schlieg- 
lich besitzen sie keine nennenswerte Affinit/~t fiir basische Farbstoffe. 

Mit zunehmender Oxydation verlieren die unges/~ttigten Fettsgureester ihre 
L6slichkeit und Sudanophilie. Sic gehen auch in siedenden organischen L6sungs- 
mitteln nicht mehr in L6sung. Die L6slichkeit in Alkali bleibt etwas 1/tnger 
erhalten; sie geht aber sehlieBlich auch verloren. Mit Sudanfarbstoffen k6nnen 
die ~ltesten Oxydationsstadien, d .h .  die stark oxydierten und polymerisierten 
Fetts~ureester, nicht mehr gef/irbt werden. - -  Synchron mit  der Oxydation 
nehmen sie zun~chst eine hellgelbe, sp/iter eine gelbbraune und schlieBlich 
eine dunkelbraune Farbe an (Abb. 11). - -  Augerdem besitzen sic eine deutliche 
Autofluorescenz, deren Farb ton  allm/thlich yon Weil3 fiber Hellgelb zu einem 
tiefen Gelb fibergeht. Mit dem Auftreten der Braunfgrbung der oxydierten 
unges/tttigten Fetts/iureester kommt  es zu einem Nachlassen der Eigenfluores- 
eenz, so dab die tier dunkelbraun gef/~rbten Fetts/iureester im UV- und im 
Blaulicht nur noch schwach aufleuehten. - -  Die PAS-Reaktion n immt anfangs 
zu; die gelblich gef/~rbten Oxydationsprodukte der Fetts/~uremethylester werden 
nach der Behandlung mit  Perjods~ure mit  dem Sehiffschen geagens tier dunkelrot 
gef~rbt. Dann erfolgt allmi~hlich eine Absehw~tchung der t~eaktionsf~higkeit mi t  
Perjods/iure, so dab die dunkelbraunen Fetts/iureester nur noch eine schwache 
bzw. gar keine PAS-Reaktion aufweisen. - -  Die positive Perameisens/~ure- 
Schiff-Reaktion ~ndert sieh in den Anfangsstadien der Oxydation nicht nennens- 
weft. Die braungefiirbten Fetts~ureester verlieren dann jedoch die Fghigkeit, 
mit  Perameisens~ure unter  Bildung yon Schiff-positiven Carbonylgruppen zu 
reagieren. - -  AuBerdem treten mit  zunehmender Oxydation eine sehr starke 
Basophilie und ein ausgeprggtes t~eduktionsverm6gen auf. 

Vermischt man die Fettsguremethylester  mit  Serumalbuminen, so werden ihre 
Oxydation und die damit  einhergehenden Xnderungen 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 i/~l~t - -  prinzipiell in der gleichen Weise wie bei den reinen 
unges/~ttigten Fetts/tureestern. 

Diskussion 
I. Wie werden die Ester hochungesdittigter Fettsiiuren irn Gewebe verarbeitet ? 

Die im Cytoplasma von Malcrophagen als lcugeI/Srmige Einschliisse abgelagerten 
ungesiittigten Fettsdiureester werden allmiihlich zu einem Pigment verarbeitet, wobei 
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es zu einer beme@enswerten -~nderung ihrer /Srberischen und histochemischen Eigen- 
scha/ten kommt : 

Die anf~ngs leicht 15slichen, sudanophilen, ungef/irbten Fettss ver- 
]ieren ihre LSslichkeit in Fettl6sungsmitteln sowie ihre Affinits fiir Sudanfarb- 
stoffe. Gleichzeitig nehmen sie allm~thlich eine gelbe und schlie~lich eine gelb- 
braune bis dunkelbraune Eigenfarbe an. Ganz entsprechend i~ndern sich die 
Qualitiit und Intensiti~t ihrer Autofluorescenz. Sehr ausgepr~gt ist die Zunahme 
ihrer Basophilie und ihres ReduktionsvermSgens. Auch die Nachweisreaktionen 
fiir ~thylengruppen, Peroxyde und a-Glykolgruppen sowie der Bakersche saure 
t ts ergeben in Abh~ngigkeit yon dem Stadium der Pigmentbildung 
unterschiedliche Resultate (vgl. Tabelle 2). 

T a b e l l e  2. f~nderung der histochemischen Eigenschaflen des phagocytierten ungesdittigten Fett- 
s~iureesters bei der Um/ormung zum Ceroidpigment 
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Die in den Sa/tspalten liegengebliebenen ungesi~ttigten Fettsi~ureester werden 
eben/alls allmi~hlich umge/ormt. Sic b i lden  in  Gruppen  l iegende,  wellenfSrmige 
Membranen ,  die sieh dem Zug der  Bindegewebsfasern  anpassen,  also in der  Sub- 
eutis meis tens  para l le l  zur  t Iautoberfl /~che angeordne t  sind. W a h r e n d  m a n  in 
den ers ten  Tagen  und  Woehen  noeh die Phagoey tose  yon  extrace]lul~tren F e t t -  
s~tureestern dureh  h i s t iocy ta re  E lemen te  beobaeh ten  kann,  werden im Laufe  der  
Zei t  immer  weniger  Fe t t s~urees t e r  yon den Zellen aufgenommen.  Ansehe inend  
werden diese Lip ide  mi t  zunehmender  Versuchsdauer  ffir die Pha goe y t e n  sehwerer  

angreifbar .  
Gleiehzeit ig werden aueh die chemischen und  h is tochemisehen Eigensehaf ten  

der  ex t race l lu la r  gelegenen Fe t t s au ree s t e r  ve r a nde r t ;  und  zwar  laufen an  ihnen 
U m b a u v o r g a n g e  ab,  die wei tgehend denen der  i n t r a e y t o p l a s m a t i s c h e n  Fe t t s a u re -  
ester  entsprechen.  Die Al te rung  geht  jedoeh erhebl ich l angsamer  v o n s t a t t e n  (vgl. 

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

+++2 r-\ ~ ........................................................................ "- ....... 
-~ / ..~' ', ..... ./' " . I "'I 
t l .o~ J"J" X 

+ + J , ... , . /  / _ j " "  \ 

I ." .~" / . . . "  \ . . ' / ,  / / . i  
+ z/ _...'.I \ / .  
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Abb. 8. -&nderung der his tochemischen Eigenschafte~t der P igmentgrannla  nach cler In jek t ion  einer Leber~ran- 
emulsion. (Andcre Versuchsa~lordnung als in  den Abb. 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10 und in der Tabelle 2). Sudan- 
ophil ie;  . . . .  Eigenfarbe;  . . . . .  Basophil ie;  . . . . . . .  Reduktio~lsvermSgen (CH:~71~]~)iO~;~); - -  Silber- 

impregna t ion  (~{ASSON - I-IAI~II~ERL ) ; . . . .  Pcroxydreak~ion 

Uberb l i ek t  m a n  diese Befunde (Tabelle 1), so zeigt sieh, dab  dab bei der In]ek- 
tion hochungesiittigter Fettaiiureester entstehende Pigment in allen wesentlichen 
]iirberisehen und histochemisehen Eigenseha/ten mit den beiden Grundlypen lipo- 
gener Pigmente, niimlieh mit dem bei der Phagoeytose ungesgttigter Lipide entstehen- 
den Ceroid und mit dem in Muslcel/asern sowie in Parenchymzellen au/tretenden 
Lipo/usein, i~bereinstimmt. Wie  zu erwar ten ,  en t sp r i eh t  seine formMe Genese dem 
Ceroid und  n ieht  dem Lipofusein  [GEDIGK und  FISO~E~ (2)]. 

Diese Experimente stehen im Eink]ang mit glteren Beobachtungen yon ASCIIOFF; HUECK 
(i, 2) und I-IAMPERL (l) sowie mit den yon SACHS anhand eines umfangreichen autoptischen 
und bioptischen Materials gewonnenen Befunden. SACHS gelang es schon damals aui Grund 
seiner Untersuchungen an menschliehen Organen, und zw~r vor Mlem an I-Ierzen yon Indi- 
viduen verschiedener Altersstufen und bei verschieden alten Pigment~blagerungen in der Leber, 
eine gesch]ossene Reihe yon idbergangen aufzustellen, die yon ,,intrazellul~ren FettkSrnchen 
mit geringer Eigenfarbe, aber schon deut]icher Eigerdluoreszenz, welehe sieh yon gewShnlichen 
Muskelfetttropfen unterscheiden - -  fiber ein fettreiehes Fuscin, gekennzeichnet durch eine 
Eigenfluoreszenz und eine auch der FettlSsung standhaltende Eigenfarbe - -  zu einem fett- 
armen oder sogar sudan-negativen Fuscin verlief, das sich yore Melanin abgrenzen lieB". 

Virchows Arch. path.  Anat.,  ]3d. 339 9a 
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Abb. 9. 360 Tage  nach  der  In j ek t ion  yon  unges~itt igten Fetts~iureestern. Fi~rbung m i t  Sudanschwarz.  Die Phago-  
cyten entha] ten reichlich braune,  n icht  m e h r  m i t  Sudanschwarz  f~rbbare  l~igmelttkSrnchen und  Schollen 
(oben). Die in  den Gewebsspal ten l iegengebliebenen,  n icht  phagocy t ie r ten  L ip idmassen  (unten)  sJnd sehr s t a rk  

m i t  Sudansehwarz  angef~rbt .  Der  gleiche Versueh wie in  Abb.  1, 2, 3, 4, 5 and  10. Vergr .  1000fach 

Abb. 10. L ipopigmentha l t ige  Zellen 360 Tage  nach  Versuchsbeginn.  Coelest inblau-H~malaun.  Vergr.  : 1200fach. 
Deutl iche Braunf i t rbung der  2 igmentkSrnchen .  Der  gleiche Versueh wie in  den Abb. 1, 2, 3, 4, 5 und  9 

Abb.  11. A u t o x y d a t i o n  reiner  unges~ t t ig te r  Fetts~iureester.  L inke r  Kre i s :  VSllig ungef~rb te r  ]~ettsiiureester bei 
Versuchsbegiml ,  au f  der  g rauen  Unter lage  k a u m  e rkennbar  und  dureh sehwarzen  Kre i s  mark ior t .  - -  Mitre  : Gelbe 

F~ rbung  nach  8 Monaten.  Luf tsauers tof f ,  370 C. - -  l~echts: Dunkelbraune  Fi~rbung nach  18 Monaten.  
Luf tsauers toff ,  37~ C 
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Dureh die liieken- und stufenlose I~egistrierung der einzelnen Stadien der 
Pigmententstehung ergibt sieh anhand unserer Befunde nunmehr eine geihe 
von Sehlugfolgerungen : 

Die Experimente mit ehemiseh reinen, unges/~ttigten Fetts/~ureestern zeigen 
- -  entspreehend den Untersuehungen am Ceroid und am Vitamin-E-Mangelpig- 
ment [GEI)mK und FISCEE~ (1,2)] und ebenso wie die Beobaehtungen an anderen 
Lipopigmenten [WOL~a~ und SHOSHAN; PEAaSE (1)WOL~AN (4)] - - ,  daft die 
weehselnden Eigensehaften lipogener Pigmente in der Regel nieht als Hinweis 
auf das Vorkommen versehiedener Pigmentarten zu werten sind, sondern meistens 
nut  an versehiedene Entwieklungsstadien ein und desselben Pigmentes gebunden 
sind. Jedenfalls lassen sieh die beim Mensehen vorkommenden, manehmal reeht 
untersehiedliehen Lipopigmente ohne weiteres in die von uns dargelegten Ent- 
wicklungssehemata einordnen. In welehem Ausmafi sieh die fgrberisehen und 
histoehemisehen Eigensehaften der unges/tttigten Fetts/~ureester bei ihrer Um- 
wandlung zum Pigment gndern, zeigt die Gegentiberstellung der kurze Zeit naeh 
Versuehsbeginn (4--14 Tage) im Cytoplasma siehtbaren Lipidtr6pfehen und der 
,,alten", naeh 14 Monaten Versuehsdauer gebildeten Pigmente, die man ohne 
Kenntnis der gesehilderten Entwieklungsvorg/~nge fiir zwei grundversehiedene 
Strukturen halten wfirde (vgl. Tabelle 2 sowie Abb. 8). 

Ferner ergeben sieh Folgerungen ftir die ehemisehen Untersuehungen isolierter 
Pigmentgranula. In friiheren Mitteilungen hatten wit bereits darauf hingewiesen, 
dag zur Erzielung biologiseh verwertbarer I~esultate das Alter der untersuehten 
Pigmente zu ber/icksiehtigen ist und m6gliehst Pigmentk6rnehen versehiedener 
Altersstufen getrennt analysiert und miteinander vergliehen werden sollten. Dem 
steht aber entgegen, dag bei jedem Isolierungsverfahren, wie SIEBERT, DIEZEL 
U. Mitarb. selbst betonen, fast zwangsl/tufig eine Art , ,Unterfmktionierung" der 
Granula erfolgt, bei der sieh in der Regel nut  ein Mittelwert gewinnen lggt, und 
bei dem besonders die ersten Entwieklungsstadien, u.U. abet aueh die ~ltesten 
K6rnehen nieht geniigend ber/ieksiehtigt werden k6nnen. Besondere Bedeutung 
wird bei weiteren Versuehen zur Isolierung der Pigmentk6rnehen der genaueren 
ehemisehen Charakterisierung der unges/tttigtenLipide zukommen, deren quanti- 
tative und qualitative Bestimmung jedoeh sehwierig ist, weil sie wegen ihrer 
sehleehten L6sliehkeit bei den fibliehen Extraktionsverfahren meistens nut  un- 
vollkommen oder gar nicht erfagt werden (S~EBERT, D~EZEL u. Mitarb.). Erste 
- -  allerdings noeh etwas widerspruehsvolle - -  Angaben enthalten die neueren 
Arbeiten von HENDLEu U. Mitarb. (2, 3) sowie yon BJ6RKERUD (2) (S. S. 10b). 

1I. Wie sind die ~nderungen der histochemisehen Eigenscha/ten der gespeieherten 
ungesiittigten Fetts~iureester und ihre Umwandlung zu Pigmenten zu erlcliiren ? 

Die Verfolgung der formalen Genese des Ceroidpigmentes und des Vitamin-E- 
Mangelpigmentes hatte ergeben, dab die Entstehung und Alterung dieser Cyto- 
plasmastrulcturen hauptsSchlich au] der Oxydation und Polymerisation ungesiittigter 
Lipide beruhen [P~A~SE (1); GEmGK (3); GEmGK und FISCHE~ (1, 2); WOLMAN 
und SHOSHAN]. Diese Sehlugfolgerung lagt sieh jetzt  anhand der Untersuchungen 
mit reinen Estern hoehu.ngesattigter Fettsauren bekr/tftigen. 

So wurde die Bedeutung der ungesgttigten Fettsauren f/Jr die Genese lipogener 
Pigmente - -  in ~bereinstimmung mit ENDICOTT und CASSELgAN - -  dureh den 
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Befund bestgtigt, daI~ bei der vorsiehtigen Oxydation ungesgttigter Lipide auch 
in vitro, d.h. ohne Mitwirkung irgendweloher anderer organischer Stoffe, Substan- 
zen entstehen, welche in allen wesentliehen Eigensehaften den Lipopigmenten 
Ceroid und Lipofuscin entspreehen. Dabei ist hervorzuheben, dab entsprechend 
den Befunden yon CASSEI, MA~ und T a e ~ L  eine Misohung der Fettsgureester mit 
Eiweil~stoffen die Oxydation und Polymerisation zwar besehleunigte, fiir die Ent- 
stehung der gefgrbten Oxydationsprodukte ~ber nicht erforderlich war. 

Weiterhin zeigte es sich, d~13 die histoehemischen Vorggnge bei der Speicherung 
der ungesgttigten Fettsgureester auf der einen Seite und bei der Alterung des 
Ceroids und des Lipofusoins auf der anderen Seite in ganz analoger Weise abliefen. 
Stets traten die gleichen Oxydationsprodukte der Polyenfettsgnren auf, wie 
Peroxyde, ~-Glykolgruppen, Carbonylgruppen und Carboxylgruppen, die auch yon 
FAI~m~ und S~TTON; ROSS u. Mitarb. sowie ELI, IS bei der Autoxydation unge- 
sgttigter Lipide gefunden wurden. Die unstabilen Zwisehenprodukte des oxyd~- 
riven Umbaus versohwanden dann im Laufe der Zeit, wghrend sioh die weniger 
gut ~ngreifbaren Gruppen, wie u.~. die Carbonyl- und vor allem die C~rboxyl- 
gruppen, mehr und mehr anhguften. 

DaI~ die gesohilderte Entstehung und Umwandlung der Pigmente tatsgehlieh 
auf einer Oxydation der gespeicherten ungesgttigten Fettsguren beruht, lieI~ sich 
durch weitere Kontrollversuche sichern: Wurden die ungesgttigten Lipide vor 
der subcutanen Injektion mit c~-Tokopherol gemischt, so blieb die Oxydation der 
ungesgttigten Fettsguren zungohst aus. Erst wenn das Tokopherol naeh einigen 
Wochen im Gewebe zerst5rt war, k~m der oxydative Umbau der Fettsguren zum 
Pigment in Gang. Subeutan injizierte, gesgttigte Lipide, wie z.B. Palmitinsgure- 
methylester, wurden zwar ebenfalls ~ls Tropfen im Cytoplasma yon Makroph~gen 
abgelagert; sie verloren jedoeh nieht ihre LSslichkd~ und wurden aueh bm einer 
langen Versuehsdauer nieht zu einem Pigment umgeformt. 

13ber die Einzelhdfen der Oxydationsvorggnge kSnnen wir anh~nd unserer Versuche keine 
n~heren Ang~ben machen und vorerst nur Hypothesen gul~ern. Es ist aber anzunehmen, dal~ bei 
der Oxyd~tion der mehrfach ungesgttigten Fettsguren schwerlSsliche, stabile cis-trans oder 
tr~ns-tr~ns konjugierte Polyen-Hydroperoxyde entstehen. Grundsgtzlich wird m~n dabei zwei 
Reaktionsmechanismen in Reohnung stellen mfissen, die sich auch hinsichtlich ihrer Kinetik 
voneinander unterscheiden: Erstens kSnnte eine einfaehe Autoxydution der Lipide erfolgen. 
Zweitens wird man im Gewebe eine duroh Lipoxydase kat~lysierte Oxyd~tion der ungesgttigten 
Fettsgureester in Betracht zu ziehen haben. D~bei entstehen im Gegensatz zur Autoxyd~tion 
optisch aktive I-Iydroperoxyde und Polymere (I-IoL~A~, LU~BEI~O). Welcher yon den beiden 
Reaktionsmeohanismen jeweils vorliegt, bleibt dutch weitere Experimente zu klgren. Die 
T~tsache, d~13 sowohl in vitro bei der Oxydation ungesgttigter Fettsguren als auch aus den 
in den Saftspalten extracellulgr liegen gebliebonml ungesgttigten Lipiden gelbe bis gelbbr~une 
fluorescierende Subst~nzen entstehen, welcho in allen wesentlichen Eigensch~ften mit dem 
aus phagocytierten ungesgttigten Fettsgureestern entstehenden Pigment i~bereinstimmen, 
legt die Annahme nahe, dab unter unseren Versuchsbedingungen vornehmlich eine Aut- 
oxydation der Lipide erfolgt. Demgegenfiber wird man in Zellen und Geweben, in denei~ das 
Vorkommen yon Lipoxydase n~ehgewiesen ist, ~uch mit einer durch dieses Enzym gesteuerten 
Oxydation der ungesgttigten Lipide rechnen mf~ssen. Das dt~rfte besonders bei der in Muskel- 
f~sern und Parenchymzellen st~ttfindei~den Oxydation abgd~gerter, ungesgttigter Lipide, 
~lso bei der Entstehung des Lipofuscins, der Fall sein. In histologischen Schnittprgparaten, 
d.h. mit histochemischen Methoden, gelingt es ~llerdings nicht, diese beiden Oxyd~tions- 
meoh~nismen und die bei ihnen entstehenden l~e~ktionsprodukte zu u~tersoheiden. 
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III .  Writhe Rii~kschliisse lassen sich aus dem Ergebnis histochemischer Reaktionen 
au/ das Alter einzelner PigmentkSrnchen ziehen ? 

Der allm~thliche oxydative Umbau der Lipopigmente legt die Frage nahe, ob 
es m6glich ist, aus dem Resultat histochemiseher ~eaktionen auf das Alter ein- 
zelner Pigmentablagerungen zu schlieBen. Dabei ist zun~chst zu berfieksichtigen, 
dag die vorliegenden Experimente nur das Prinzip des Umbaues der Pigmente 
darlegen, also nur hinsiehtlieh der Art der Alterung Allgemeingiiltigkeit besitzen. 
Die Geschwindigkeit, mit der die Oxydation und Polymerisation der unges~ttigten 
Fettsfi~ureester erfolgt, kann jedoeh nur auf die yon uns gew~thlten Versuchs- 
bedingungen bezogen werden. So ist zu erwarten, dab die Zeit, welche ffir die 
0xydation der Lipide ben6tigt wird, yon verschiedenen Faktoren abh~ngt, wie 
z.B. yon der Art des gespeicherten unges~ttigten Lipids, yon dem Organ bzw. 
der Zelle, in der die Speicherung erfolgt, and schlieglich yon dem Ausmag der 
Gewebsseh~digung und der Blutung, welche mit der Bildung der Pigmente ein- 
hergehen und sowohl verz6gernd als aueh besehleunigend wirken k6nnen. Somit 
werden stets nur ganz allgemein gehaltene Aussagen fiber das Alter yon Pigment- 
ablagerungen m6glieh sein; und meistens wird man nut eine grobe Seh~tzung 
vornehmen k6nnen. [Vergleiehe hierzu das histoehemische und f~rberisehe 
Verhalten der in Tabelle 1 angeffihrten, in verschiedenen Organen abgelagerten 
Pigmente sowie die Untersehiede in der Gesehwindigkeit der Alterung, die trotz 
gleicher Versuchsbedingungen bei einem versehiedenartigen Ausgangsmaterial, 
z.B. Methylestern polyunges~ttigter Fetts~uren und Lebertran, bestehen (Ta- 
belle 2 und Abb. 8)]. 

Verh~tltnism~gig einfaeh ist die Beurteilung des Ceroids, das dureh eine ein- 
malige, zeitlich umsehriebene Inkorporation von Lipiden in das Cytoplasma yon 
Makrophagen gebfldet wird [G~DmE und FIscuER (1)]. F fir dieses Pigment lassen 
sieh auf Grund unserer Befunde folgende t~egeln aufstellen: Eine ausgepr~tgte 
Sudanophflie, ein reiehlicher Gehalt an Peroxyden, eine sehwaehe gelbliehe Eigen- 
farbe, eine geringe Mfiait~t ffir basische Farbstoffe und ein sehwaehes t~eduktions- 
verm6gen sind kennzeiehnend ffir ,junge" Pigmente. Ganz entspreehend ist ein 
Pigment um so ,~lter", je geringer seine Anf~rbbarkeit mit Sudanfarbstoffen, je 
dunkler seine gelbbraune Eigenfarbe und je ausgepr~gter seine Basophilie und 
sein Reduktionsverm6gen sind. 

Wesentlich schwieriger sind die Verh~ltnisse bei den Lipo/uscinen und beim 
Vitamin-E-Mangelpigment, welche in Parenehymzellen und Muskelfasern auf- 
treten. Die formale Genese dieser Pigmente ist dadurch gekennzeiehnet, dag die 
Ablagerung yon Lipiden nieht als einmaliger, zeitlieh begrenzter Vorgang erfolgt, 
sondern dM3 im Bereich eiweiBhaltiger Cytoplasmabezirke eine allm~hliehe, sich 
fiber Monate und u.U. Jahre erstreekende Anh~tufung von unges~ttigten Lipiden 
stattfindet [G~I)mK und FISCH~U (2) ; GEDmK und WESSEL]. Synchron mit der 
fortsehreitenden Oxydation und Polymerisation der einmal gespeicherten Lipide 
werden also in ein und demselben Pigmentk6rnchen st~ndig neue, noeh nicht so 
weir oxydierte Fettstoffe abgelagert. Diese besitzen noch eine ausgepr~gte Affi- 
nit~t ffir Fettfarbstoffe und fiberdeeken daher lichtmikroskopisch bei einer Sudan- 
f~rbung in der Regel die schon l~ngere Zeit gespeieherten, nieht mehr sudanophilen 
Lipide. Eine Anf~trbbarkeit mit Fettfarbstoffen ist beim Lipofusein also kein 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 339 9b 
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Beweis daffir, dal~ es sich um ein ,,junges" Pigment handelt. Dagegen kann das 
Fehlen der Sudanophilie - -  ebenso wie beim Ceroid - -  als Zeichen eines,,alten" 
Pigmentes gewertet werden. - -  Ffir die Eigenfarbe gelten beim Lipofnscin die 
gleichen l~egeln wie beim Ceroid, weft die frisch gespeicherten, noch ungefiirbten 
Lipide meistens nicht das Zutagetreten der dunklen Eigenfarbe i~lterer Lipid- 
ablagerungen beeintr~chtigen. Auch der Nachweis der Basophilie und des l%e- 
duktionsverm6gens der ,,alten" oxydierten Lipidanh~ufungen wird durch das 
negative Verhalten der noch nicht oxydierten Lipide nicht behindert. Ffir die 
Lipofuscine li~13t sich also die l~egel aufstellen, dab ein Pigmentk6rnchen um so 
alter ist, je dunlder seine Eigenfarbe und je ausgepri~gter seine Basophfiie sowie 
sein Reduktionsverm6gen sind, w/~hrend die Anfi~rbbarkeit mit Sudanfarbstoffen 
nur in begrenztem Umfang zur Altersbestimmung herangezogen werden kann. 

Die anderen histochemisehen Reaktion, wie die PAS-Reaktion, die Per- 
ameisens~ure-Schiff-l~eaktion, die F~rbung nach ZIS~gn-Ns~LssN oder die Prfifung 
der L6slichkeit usw., sind bei dem derzeitigen Stand der methodischen M6glich- 
keiten unseres Erachtens noch nich~ ffir die Schatzung des Alters der Pigment- 
k6rnchen geeignet. Es ist aber denkbar, dal3 sich dutch den Ausban quantitativer 
histochemischer Methoden bier ein Fortschritt  erzielen ]iel~e. 

IV .  Welche histochemischen Schlufi/olgerungen ergeben sich anhand der Reaktionen 
an ungesiittigten Fettsiiureestern und Lipopiffmenten ? 

Die Experimente mit reinen, unges~ttigten Fetts~ureestern geben uns die 
M6glichkeit, einige histochemische Reaktionen zu iiberprfifen und die fi~rberischen 
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 
l~eihe von Autoren vermutete, dal~ die mit der PAS-l~eaktion nachgewiesenen 
benachbarten Hydroxylgruppen einem Kohlenhydratbaustein, d.h. einem Glyko- 
proteid oder einem Glykolipid angeh6ren (ZoLLINO~; LEBLOND u. Mitarb.; 
STAMML~). Demgegenfiber wurde yon CIACClO (2, 3, 4), CASSEL~AN, PEARSE (1) 
sowie GEDIGK und FISCItEIr (1, 2) die positive PAS-Reaktion der Lipopigmente 
auf Oxydationsprodukte unges~ttigter Lipide bezogen, da es bekannt ist, dal3 bei 
einer vorsichtigen Oxydation ungesi~ttigter Fetts/~uren an den Doppelbindungen 
benachbarte Hydroxylgruppen oder Oxyketogruppen entstehen k6nnen, die sich 
bei der Perjods~ure-Leukofuchsinreaktion genauso verhalten wie die benachbarten 
Hydroxylgruppen von Polysacchariden [WoL~AN (1--3); GEDIGK (1); LISON; RA- 
VIOLA und RAVlOLAJ. Dureh die an reinen Fettsi~ureestern erhobenen Befunde lie[~ 
sich diese Ansicht besti~tigen : Die ungesi~ttigten Fetts~ureester waren sowohl bei 
der Speicherung und Verarbeitung im Cytoplasma yon Makrophagen als auch nach 
der allmi~hlichen Oxydation dureh Luftsauerstoff auf Objekttr/igerausstrichen 
sehr stark PAS-positiv. Allerdings f~rbten 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 t tydroxylgruppen bzw. Oxyketogruppen entstanden waren. - -  Wenn 
man nun in Rechnung stellt, dal~ ffir das Vorkommen von Kohlenhydraten in 
Lipopigmenten an sich keine Anhaltspunkte bestehen (SI~B~RT, DIEZEL, JA~R, 
KI~UG, SCHMITT, GRf3~ BERGER und BOTTKE), w~hrend ihr Gehalt an ungesi~ttigten, 
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oxydierten, mit Perjods/ture reaktionsfs Fettsguren unumstritten ist, so 
dfirfte as keinem Zweifel unterliegen, dab die positive PAS-Reaktion der Lipo- 
pigmente an Oxydationsprodukte ihrer Fettbausteine gebunden ist. 

Die Perameisens~iure-Schi/]-Reaktion dient zur histoehemisehen Darstellung von 
~thylsngruppen, welehe dureh Perameisens~ure zu Sehiff-positiven Aldehyden 
oxydiert werden (L~LLIE). AuBerdem sntstehen bei dsr Perameisens~ureoxydation 
aus SS- (und SIt)- Gruppen Sulfon- und Sulfins~uren, welehe sine ausgeprggte Baso- 
phflie besitzen und u.U. ebenfMls mit dem Sehiffsehen l~eagsns angsf~rbt werden 
[PEARS~ (1)]. Wie zu erwarten, lieBen siah aueh in unseren Experimsnten unge- 
s~tttigte Fsttsgureester mit diesem Verfahren in vitro und in vivo stark anf/~rben. 
Die positive Perameisensgure-Sehiff-I~eaktion der Lipopigmente wurds dureh die 
vorherige Bromierung der Sehnitte, nieht aber dureh die Behandlung mit Sub- 
limat blockiert. AuBerdem f/ihrte die Perameisens/~ureoxydation nur zu einer 
geringfiigigen Zunahme dsr Basophilia dieser Pigmente. Wenn man weiterhin 
ber/ieksiehtigt, dab die Naehweisreaktionen fiir SS- und Sg-Gruppen, wie die 
Methode naeh BARR~TT und SELm~A~, beim Ceroid und Lipofusein negative oder 
nur ganz sehwaah positive gesultate geben [s. aueh GEDmK und F I s c g ~  (2) 
sowie ISSIDO~ID~S und SHA~KLIN], SO kann es als gesichert gelten, dal~ mit der 
Perameisenss ira Ceroid und im Lipofusein unges/~ttigte Fett- 
s~uren bzw. deren Ester und nieht SS- und SH-Gruppen dargestellt werden. 

DaB die positive Schi/]-Realction ebenso wie die Pseudoplasmalrealction an 
Carbonylgruppen gebunden sind, welehe bei der Oxydation der unges~tttigten 
Lipide entstehen, dtirfte keinem Zweifel unterliegen [P~TL; FI~IN~Ea;  ARA- 
GO~A und BARO~; SUnKI~ (1, 2); ZO~ZOLI (2); GEDmK und F ~ s c ~  (1, 2); 
WOLM:~ (t), some I~AvIoI~ und RAVIO~A]. 

In bestimmten Polymerisationsstufen k6nnen die oxydierten ungesgttigten 
Lipide sins positive Feulgenrealction geben, sieh mit Methylgriin anf~rben lassen 
und unter Umst/tnden sogar im U V-Licht sin/thnliehes Absorptionsbild geben wie 
die DNS. W o s r ~  und S ~ o s ~  haben in sorgf/~ltigen Untersuehungen demon- 
striert, dab diese Eigensehaften in Strukturen, welehe oxydierte und polymeri- 
sierte Lipide enthaltsn, keine Beweise ftir das Vorhandsnsein yon Nueleins/~uren 
sind und die Wsge zur Unterseheidung dieser Stoffe dargelegt. Aueh S~BE~T, 
D~zE5 u. Mitarb. fanden im isolierten Lipofusein keine Nucleinsguren. 

Auf die Anf/~rbbarkeit der Lipopigmente mit der Ziehl-Neelsen-Methode ist 
schon oft hingewissen worden. Unsere Experimente, bei denen die oxydierten 
unges~ttigten Fetts/~ureester im Gewebe und auf Objekttr/~gerausstriehsn eine 
positive l~eaktion gaben, stehen im Einklang mit den Arbeiten yon REEVES und 
A~D~SO~; C A S S ~ L ~  sowie B~R~. Diese Autoren gelangten ebenfMls zu dam 
Sehlug, dag die S~urefestigkeit van Gewebsstrukturen auf der Anwesenheit yon 
hoehmolekularen unges~ttigten Fetts~uren und ihren Oxydatiansprodukten, wie 
multiplen Carboxylgruppen, beruht. 

Die Saure Hiimatein-Methode von BAK~ (1, 2) wird fiir die histoehemisehe 
Darstellung von Phosphorlipiden verwendet und gilt Ms relativ spezifiseh, sofern 
das Vorliegen von Niehtfettstoffen ausgesehlossen werden kann [CAIN; L~so~-; 
PEA~SE (1)]. Sie beruh~ darauf, dab Phosphorlipide bzw. die in ihnen enthaltenen 
polyunges~ttigten Fetts~ursn mit Bichromat oxydiert werden. Dabsi erfolgt 
gleiehzeitig eine Polymerisation der entstehenden Oxydationsprodukte, welehe 
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ihre L6sliehkeit verlieren und sieh mit Chrom verbinden. Das gebundene Chrom 
wird ansehlieBend dureh eine sehwarze oder blausehwarze F/irbung demonstriert, 
welche dureh die Verbindung mit H/~matoxylin entsteht. Bereits P~A~SE (1) 
wies abet darauf hin, dab unter Umstgnden aueh andere Lipide angef/~rbt werden, 
jedoeh eher mit einem grauen Farbton. Neuere Untersuehungen yon I-IoLc- 
zIsG~a; CgaY~x, BIT~SSKY und LoNG sowie t%AVIOLA und RAVlOLA legten in 
eindrueksvollen Experimenten die Abh/~ngigkeit der Sauren I-I/~matein-Methode 
naeh BAKE~ yon der Anwesenheit unges/ittigter Fetts/iuren mit mehreren Doppel- 
bindungen dar. Dureh die Bromierung der Lipide lieg sich die t~eaktionsf/ihigkeit 
bei der Sauren Hgmatein-Methode unterdrficken. Unsere Experimente standen 
mit diesen Befunden im Einklang: Die in der Subeutis extraeellul~r abgelagerten 
wenig oxydierten Methylester der unges/ittigten Fetts/~uren wurden im histo- 
logisehen Sehnittprgparat deutlieh grausehwarz dargestellt. Aueh die auf Objekt- 
trggern ausgestriehenen kaum oxydierten Fetts~ureester wurden im Gegensatz 
zu den Befunden yon CASS~L~A~ angefgrbt. Die im Cytoplasma yon Makropha- 
gen gespeieherten und oxydierten unges/~ttigten Fetts/iureester gaben anfangs 
eine deutlieh positive, im Laufe der Alterung jedoeh eine sehwaehe oder sogar 
manehmal eine negative Reaktion. Diese Beobaehtungen best/~tigten sehlieglieh 
aueh friihere Befunde, dab der Ausfall der Bakersehen Reaktion an Lipopigmenten 
uneinheitlieh ist [GsDmK und F l s c g ~  (2); WOLMAN (4)]. 

Bemerkenswert ist die Anfiirbbarkeit der unges~ttigten Fetts/~ureester mit 
dem Kup/erphthalocyanin/arbstoJ/Luxol-Fast-Blue. Besonders stark wurden die 
extracellul/tr abgelagerten oxydierten Lipide gef~rbt, w/ihrend die Farbreaktion 
bei den intracytoplasmutisch gespeicherten Fetts~ureestern nicht einheitlich 
ausfiel und nur bei einer mittleren Versuchsdauer (44--100 Tage) ein positives 
Ergebnis gab. Diese Befunde stehen zu der Annahme im Widerspruch, dag die 
Luxol-Fast-Blue-Methode ffir Phosphorlipide, Lipoproteide oder cholinhaltige 
Verbindungen weitgehend spezifisch ist [P]~Ans]~ (1, 2)]. Unsere Experimente 
zeigen vielmehr, dag auch reine Methylester unges/~ttigter Fetts/~uren bei einem 
bestimmten Oxydations- und Polymerisationsgrad mit diesem Kupferphthalo- 
eyaninfarbstoff zu reagieren verm6gen. 

Sehr charakteristiseh ist die F/ihigkeit der unges/~ttigten Fettsgureester und 
Lipopigmente, Ferricyanidionen (Schmorlsche Realction, Test nach CtI~VRE~O~T- 
F ~ ) ~ I c )  und ammoniakalische Silbernitratldsungen (Silberimpri~gnation nach 
MASS0N-ttAMPE~,) ZU reduzieren. Beide I~eduktionstests haben in die histo- 
chemische Methodik Eingang gefunden. Die Ferri-Ferricyanidreaktion wird 
zum Nachweis yon Sulfhydrylgruppen verwandt; die argentaffine Reaktion 
soll tiir die Darstellung von Phenolen geeignet sein. An der Spezifitgt dieser 
t%eaktionen sind abet yon jeher Zweifel ge/~ugert worden [s. hierzu PEA~S]~ (1), 
GEDIGK (2) sowie GEDm~: und TOTOVId]. Die vorliegenden Experimente unter- 
streichen die Berechtigung dieser Bedenken, da es sich gezeigt hat, dab nicht nur 
die oben genannten Substanzen, sondern auch unges/~ttigte Fetts/tureester von 
einem gewissen Oxydations- und Polymerisationsgrad an in vivo und in vitro 
bei beiden Reduktionstests eine stark positive Reaktion geben. 

Dabei ist der Hinweis yon ZonzoLI (1, 3) interessant, dab in Lipopigmenten 
offenbar Carbonylgruppen ffir einen Teil des geduktionsverm6gens verantwort- 
lich sind. I)aneben spielen aber zweifellos auch ~thylengruppen, sowie u.U. 
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aueh Epoxyde eine Rolle. Jedenfalls gelingt es mit Hilfe der Ferri- 
Ferrieyanidreaktion und der Silberimpr/tgnation somit nur, eine ganz allge- 
meine Aussage fiber die t~eduktionsfghigkeit eines Gewebselementes zu maehen. 
Eine nil,here Charakterisierung der reduzierenden Stoffe ist nur bei gleichzeitiger 
Verwendung anderer histoehemischer Verfahren m6glich. 

Die unges~ttigten Fetts~ureester nahmen naeh der subeutanen Injektion - -  
ebenso wie bei der Einwirkung yon Luftsauerstoff in vitro - -  allmghlieh saute 
Eigenscha]ten (Basophflie) an, die offensiehtlieh an ihre Oxydationsprodukte, und 
zwar besonders an die bei der Oxydation entstehenden Carboxylgruppen, gebunden 
waren. Nit  dieser SehluBfolgerung steht der Befund im Einklang, dag sich dureh 
die Behandlung der Sehnitte mit Methanol im sauren Milieu, bei der vornehmlieh 
die Carboxylgruppen verestert werden, die Affinits der Lipopigmente ffir basi- 
sehe Farbstoffe fast v6tlig unterdriieken l/~gt. Reeht wahrseheinlieh ist es abet, 
dag sieh bei der Oxydation und Polymerisation der unges/~ttigten Fetts/~uren 
auBerdem noeh 1.3-Diketone und Enol-Gruppen bilden, welehe ebenfalls basisehe 
Farbstoffe binden k6nnen (LIsoN; I%AVIOLA und RAVIOLA). Mit histoehemisehen 
Methoden gelingt es vorerst jedoeh nieht, diese Gruppen in Lipopigmenten naeh- 
zuweisen. 

Die oxydierten und polymerisierten ungess Fettss besitzen die 
F~higkeit, kolloidales, dialysiertes Eisen zu binden. So werden bei der Hale- 
Reaktion die im Intersti t ium extraeellul~r abgelagerten oxydierten Lipide ebenso 
wie die intraeytoplasmatisehen lipidhaltigen Granula angefgrbt. Auch die Objekt- 
tr/~gerausstriehe der oxydierten Lipide zeigen eine Eisenaffinit/~t. Diese Befunde 
weisen erneut anf die geringe Spezifit~t der HMe-Methode hin, die keineswegs 
selektiv ffir die Darstellung yon sauren Mueopolysaechariden in Gewebssehnitten 
geeignet ist, wie es sehon yon G~DmK (1) nnd PEARSE (1) hervorgehoben wurde. 
Neben versehiedenen Proteinen, Mucopolysaeehariden, Nueleoproteiden und 
Phosphors~nreestern lassen sich - -  wie die vorliegenden Experimente zeigen - -  
aueh oxydierte ungesattigte Lipide anf/~rben. Die Halesehe Methode kann also 
nur ganz allgemein zum Naehweis der ,,Eisenbindefghigkeit" yon Strukturen ver- 
wendet werden. 

Dnreh die Versuehe mit reinem Fetts~ureester wird auch die Unldslichkeit des 
Fettbausteines der Lipopigmente verst/indlich. In Obereinstimmung mit HASS 
(1, 2); E~'DICOTT; DA~ und Gt~ANADOS sowie CASSELMAN fanden wir, dag reine 
ungess Fetts~uren - -  im Gewebe und im l%eagenzglas - -  durch die Oxydation 
und Polymerisation ihre LSslichkeit in organisehen L6sungsmitteln verlieren. Da 
es sich gezeigt hat, dag die Lipopigmente synehron mit der fortschreitenden 
Alterung nieht mehr mit organischen L6sungsmitteln extrahiert werden k6nnen, 
liegt der SehluB nahe, dab ihre Unl6sliehkeit ebenfalls dureh den oxydativen 
Umbau und die Polymerisation ihres Lipidbausteines verursaeht wird. Ob auger- 
dem noeh eine Bindung der oxydierten Lipide an Proteine vorliegt, dureh 
welehe zus/~tzlich ihre L6slichkeit beeintrgchtigt wird, lgBt sieh anhand unserer 
Experimente nieht entscheiden. So w/~re es vie]leieht m6glieh, dab die L6slieh- 
keit frisch abgelagerter, noeh nieht oxydierter Fettstoffe, d. h. relativ ,,junger" 
Pigmente, durch die Adsorption an Proteine herabgesetzt wird. Aueh eine 
Copolymerisation mit Proteinen kSnnte die L6sliehkeit der oxydierten Lipide 
u .U.  zus~tz]ieh beeinflussen (s. S. 126). Ffir die Erkl~rung der Unl6slichkeit 
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des Fettbausteines der roll entwickelten Lipopigmente ist die Annahme einer 
besonderen Bindung an Eiweigstoffe aber nicht notwendig. 

Wie zu erwarten, verlieren die oxydierten ungesattigten Fetts/iureester mit 
der abnehmenden L5sliehkeit in organisehen L5sungsmitteln die F/thigkeit, 
Sudanfarbstoffe zu 16sen. Dementsprechend ist auch die geringe bzw. fehlende 
Sudanophilie vieler Lipopigmente als Ausdruek des oxydativen Umbaus ihrer 
Lipidkomponente und nicht als Hinweis auf das Fehlen yon Lipiden zu werten. 
Diese SehluBfolgerung steht mit der Tatsaehe im Einklang, dab die Sudanophilie 
in histologisehen Sehnittpr/iparaten gerade bei den Pigmentk6rnehen fehlt, die 
intensiv braun gef/~rbt, stark basophil und gut mit Silber impr/~gnierbar sind, in 
denen also die Oxydation und Polymerisation des Lipidbausteines besonders 
weir fortgesehritten sind. 

Fiir die Histologie sowie ffir die histoehemisehe Methodik ergibt sieh aus diesen 
Befnnden der I-Iinweis, dab im Cytoplasma Strukturen vorkommen kSnnen, 
welehe dutch die Ablagerung unges/ittigter Lipide gebildet werden, und die als 
wesentliehe Bestandteile aueh Lipide und deren Oxydationsprodukte enthalten, 
ohne dab ihr Lipidbaustein mit den fibliehen Methoden, wie der Extrahierbarkeit  
mit organisehen L6sungsmitteln oder der Sudanophflie, noeh naehweisbar sein 
mug. Die UnlSsliehkeit in organisehen L6sungsmitteln und das Fehlen der 
Sudanophilie m/issen somit nieht Beweise gegen die lipoide bzw. lipogene Natur  
yon Cytoplasmastrukturen sein. Ob man dann allerdings im Sinne einer klaren 
bioehemisehen Definition diese nicht mehr extrahierbaren Oxydations- und Poly- 
merisationsprodukte unges/~ttigter Lipide noeh als ,,Lipide" bezeiehnen sollte, 
steht noeh damn. Besser w/ire es wohl, yon ,,lipogenen" Substanzen zu spreehen 
oder die Strukturen mit dem PrMix ,,Lipo" zu versehen (wie Lipopigment oder 
Lipofusein), um auf diese Weise ihre Herkunft  darzulegen. 

V. An welche Substanzen ist die Eigen[arbe der Lipopigmente gebunden ? 
Uber die Natur  der Eigen]arbe fetthaltiger Pigmente, und zwar besonders des 

Lipofuscins, ist in den vergangenen Jahrzehnten trotz vieler Untersuehungen 
keine Kl~rung erzielt worden. Im wesentliehen stehen sich folgende Ansichten 
gegenfiber: Von einer Reihe yon Autoren wurden der Farbkomponente dieser 
Pigmente eiweiSgebundene oder proteinogene Farbstoffe zugrunde gelegt [BRA~N 
und SCHMIDT~A~N (1, 2) ; KUTSCHERA-AIc~ERGE~ ; MOO~E und WANG; DIEZEL]. 
So wurde die Vermutung ge/~ugert, dab die Bfldung der Farbkomponente 
auf der Oxydation und Polymerisation yon Polyphenolen zu Melanin beruhen 
k6nnte. Auch die Befnnde yon I{EIDENREICH and SIEBE~T sowie SIEBEI~T, 
DIEZEL U. Mitarb., welehe in isolierten Pigmentgranula u.a. Sehwefel und Indol- 
k6rper feststellten, ]iegen an Beziehungen zwischen Lipofuscin und Melanin 
denken. 

Gegen die Melaninnatur der Lipofuseine lassen sieh neben den bereits yon 
HUECK (2), SACHS und PEARS]~ (1) angeffihrten Argumenten sowie unseren eigenen 
Befunden aber auch Analysendaten und Beobaehtungen heranziehen, welehe un- 
langst yon SIEB~RT, DIEZEL U. Mitarb. gewonnen und von diesen Autoren selbst 
nachdriicklich hervorgehoben worden sind. So enthalt der sog. ,,schwarze R/iek- 
stand" des Pigmentes, in dem mSglicherweise melaninartige Bausteine vorkommen, 
nur etwa ein Drittel des Stiekstoffes, der yon MASO~ ftir 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 tieriseher Organe obligat gefunden wurde 
(MAsoN). Fiir das Vorkommen melaninartiger Substanzen ware sehlieBlich der 
Nachweis relativ tyrosinreicher Proteine yon Bedeutung, die durch eine Poly- 
phenoloxydase (Tyrosinase) unter der Bildung von Doparesten sowie in Gegen- 
wart von schwefelhaltigen Substanzen zu Melanin oxydiert werden kSnnen 
(MAson). Die Analysendaten yon SIEBEaT, DI~ZEL U. Mitarb. gaben flit einen 
Gehalt der Pigmentgranula an relativ tyrosinreiehen Proteinen aber keinen An- 
haltspunkt. Der Gesichtspunkt, dab man Anfangsstadien des Lipofuscins unter- 
suehen mfi•te, um gegebenenfalls noch nicht oxydiertes, tyrosinreiches Protein 
finden zu kSnnen, ist insofern nur bedingt stichhaltig, weft auch in ,,alten" Pig- 
mentgranula stets noch neues, zum Pigment umzuformendes Material abgelagert 
wird, wie es sich lieht- und elektronenmikroskopiseh ohne weiteres nachweisen 
l~gt [GEDmK und FISCHEU (2) sowie GEDmK und WESSEL, S. auch hierzu S. 119]. 
So findet man - -  wie wir es unlangst dargelegt hatten, und wie es aueh von 
SI~BEU'r, D~EZEL u. Mitarb. nachgewiesen wurde - -  in Ubereinstimmung mit 
den genannten elektronenmikroskopisehen Beobachtungen selbst in alteren 
Pigmentgranula neben den oxydierten und polymerisierten, stark gefarbten 
unlSslichen Lipiden stets noch leicht extrahierbare, offenbar friseh abgelagerte 
ungess Lipide, die noch nieht oder doeh noch nieht wesentlich dem 
Oxydations- und Polymerisationsprozeg unterworfen sind. Und schlieglich ist 
die oft bestatigte Beobachtung (s. aueh SACHS) hervorzuheben, dag sieh an den 
Stellen der Melaninneubildung --  wie z.B. bei Neugeborenen - -  keine Lipide naeh- 
weisen lassen, w~hrend gerade das ,,junge" Lipofuscin durch seinen Lipidgehalt 
gekennzeiehnet ist und am Anfang der Lipofuscinentwieklung stets Lipide vor: 
handen sind. 

Aus allen diesen Grfinden wird yon SIEB~RW, DIEZ]~L U. Mitarb. betont, dab 
ihre Befunde nur mit der ,,Annahme vereinbar" sind, dad im sog. ,,schwarzen 
l~tiekstand" des Lipofuscins melaninartige Substanzen vorkommen k6nnen. 
Es handelt sieh dabei abet eher um einen Indizienbeweis, auf dessen Liicken in 
der sehr kritischen Arbeit bereits nachdrfieklich hingewiesen wird. So wird an einer 
anderen Stelle besonders hervorgehoben, dag die typisehen Melaningranula, 
wie sie z.B. in Melanomen vorkommen, ,,mit Sicherheit vom Lipofusein unter- 
schieden And". 

Demgegentiber haben schon DA~ und GaA~ADOS (1, 2) sowie BE~SL~Y Oxy- 
dations- und Polymerisationsprodukte unges~ttigter Fettsguren als Farbkompo- 
nente des Ceroid- und Lipofuscinpigmentes angesehen. Auf Grund eigener Unter- 
suchungen am Ceroid, am Vitamin-E-Mangelpigment und Lipofuscin [GEDmJ~ 
und F~SCHEU (1, 2)] sowie in Anbetracht der jetzt  vorliegenden Experimente 
gelangen wir zu der gleiehen Auffassung wie diese Autoren; durch die Unter- 
suehungen von STAMMLER wurden diese Beobachtungen kurze Zeit sp/~ter best~tigt. 
In Ubereinstimmung mit diesen Befunden wies unlangst B55RKERUD (2) in dem 
Lipidextrakt der Lipofuscingranula eine Eigenfarbe und Eigenfluoreseenz nach. 
Die Tatsaehe, dag die meisten yon diesem Autor identffizierten Lipide weder ge- 
farbt waren noeh fluorescierten, steht zu diesen Sehlugfolgerungen nicht im Wider- 
spruch, weft die der ehemischen Analyse zugangliehen Fettstoffe naturgemag 
noeh 15slieh und somit nicht polyraerisiert waren. - -  In diesem Zusammenhang 
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ist die Feststellung von RAVIOLA und RAVIOL~ bemerkenswert, dab sich die 
ungesi~ttigten Lipide in der Neurohypophyse ebenfalls durch Autoxydation 
verfs 

Damit  erhebt sich die Frage naeh der chemischen Konstitution der Farb]compo- 
nente der Lipopigmente. Naeh 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- 
ges~ttigten Fetts~uren vor, deren Oxydationsstufe und Polymerisationsgrad yon 
Tall zu Fall und je naeh dem Alter der Granula durehaus verschieden sein diirften. 
Wie bereits anf S. 118 betont, ist die Aufkl~rung ihrer n~heren ehemisehen Struk- 
tur noch nieht erfolgt und st6~t wegen ihrer UnlSsliehkeit nach wie vor auf groBe 
methodische Schwierigkeiten, so dal3 wir uns vorerst auf die Feststellung be- 
schri~nken mfissen, dab es sieh bei diesen Farbsto//en um Oxydations- und Poly- 
merisationsprodukte unges~ittigter Lipide handelt. 

Betrachtet  man zusammenfassend die ~lteren Beobaehtungen und die jetzt 
neu erhobenen Befnnde, so diirfte es kaum einem Zweifel unterliegen, dab unge- 
si~ttigte Lipide dutch Oxydations- und Polymerisationsvorg~nge in typische gelb 
bis gelbbraun gef~rbte Lipopigmente, wie Ceroid und lipofuseinartige Pigmente, 
nmgewandelt  werden k6nnen, und zwar gleichviel, ob Proteine fehlen oder primer 
bzw. sekundi~r vorh~nden sind. Berfieksichtigt man ferner die Tatsache~ dab aus 
tyrosinreichen Proteinen oxydutiv (s. oben) zwar melaninartige Stoffe oder sogar 
typisches Melanin, nicht ~ber Lipofuscine entstehen, so k6nnte man auf den 
ersten Blick vielleieht annehmen, dag die Situation nunmehr eindeutig zugunsten 
der ,,Lipidtheorie" gekl~rt ist. 

Trotzdem m6ehten wir aber die M6gliehkeit nicht einfaeh aussehlieBen, dag 
neben den im Vordergrund stehenden Oxydations- nnd Polymerisationsprodukten 
der ungesgttigten Lipide in den noch unvollsts charakterisierten Proteinen 
des Lipofuscins bzw. in dem sog. ,,sehwarzen Riickstand" der Pigmente 
aueh melaninartige Substanzen vorkommen. Hierffir lassen sieh nicht nnr die 
Untersuchungen yon SIEBEI~T, DIEZEL U. Mitarb. anfiihren. Aueh TAPPEL; 
VENOLIA und TAPrEL sowie KUI~ODA, MIsm~o und Os~IMA hulten es fiir m6glich, 
dab es bei der Mischung von ungesi~ttigten Fetts~ureestern mit  Proteinen zu 
einer Copolymerisation der beiden Komponenten kommt,  bei der in den yon den 
Lipiden eingesehlossenen Proteinen auch ,,Melanoidine" bzw. melaninartige 
Stoffe entstehen k6nnen. Auf entsprechende Verbindungen zwisehen Proteinen 
und Lipiden wies in einer neueren Arbeit aueh BJ6RKSTEN hin. 

Diese unl~ngst aueh von SIEBEnT diskutierte M6glichkeit wiirde sehr zur 
Kli~rung der yon ihm und seinen Mitarbeitern erhobenen Befunde beitragen und 
sieh mit  den ~lteren und den jetzt  vorliegenden, an reinen unges~ttigten Fett-  
si~ureestern und Fettsgureproteingemischen erzielten Resultaten zwanglos in 
Eink]ang bringen lassen. Aueh wir haben ja festgestellt, dab sich die Oxydation 
und Polymerisation der ungesi~ttigten Lipide dureh eine Misehung mit  Proteinen 
besehleunigen li~Bt. Es liegt aber auf der Hand,  dag es sich hierbei vorerst nur 
um die Diskussion einer Hypothese handelt, zumM sich dieses Problem wegen 
der Unl6slichkeit der entstehenden farbigen Oxydationsprodukte der beiden 
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Stoffgruppen aus methodischen Grfinden im Augenblick noch nicht verbindlieh 
15sen liil~t. 

Jedenfalls muir das Resultat  unserer Experimente, daI~ ]ipogene Pigmente 
Mlein aus oxydierten und polymerisierten ungess Fettss entste- 
hen kSnnen, und dal~ diese Stoffe ffir ihre wesentlichen histochemischen Eigen- 
sehaften verantwortlieh sind, nieht zwangsls besagen, daI3 eventuell vorhan- 
dene Proteine sieh nieht an diesem Oxydationsproze[3 der Lipide dnreh eine Art 
Copolymerisation beteiligen, und daI~ dabei nieht unter Umsts aueh 
melaninartige Substanzen entstehen, t~roteine sind fiir die Bildung yon Lipo- 
pigmenten zwar nieht unbedingt erforderlich; es k6nnte aber durehaus sein, dal3 
sie manehmM im Cytoplasma gewissermM~en sekund~r an der Pigmentbildung 
mitwirken. 

Vielleicht l~l~t sich das Problem ~uch dureh die Beobaehtungen yon HA~IERBECI~ einer 
LSsung n~her bringen, der im Lipofuscin neben den lipogenen aueh proteinogene Farbstoffe 
nachzuweisen glaubte. Ob es sieh dabei aber um den oft erw~lmten [SAtins; WOLMAiN ~ (~)] 
sudannegativen Pigmentkern h~ndelt, steht noch dahin, weil sich der Naehweis verschieden 
intensiv gef~rbter, histochemisch und morphologisch unterschiedlieher F~rbkomponenten im 
Lipofusein (K17TSCI~ERA-AIeHBEl~GEl~; SACHS; HA~ERBECK) ~uch ohne weiteres durch das 
Vorkommen verschieden alter Lipidablagerungen in ein und demselben Pigmentgranu]um, 
d.h. unterschiedlicher Oxyd~tions- und Polymeris~tionsgrade der unges~ttigten Lipide licht- 
mikroskopisch [GEDIGK und FlSCI~EI~ (2)] und elektronenmikroskopisch (GEDIGK und WESS~L) 
erkl~ren l~l~t. Sehliel~lich ist hervorzuheben, da~ die histochemisehen Eigenschuften dieses 
scheinbar proteinogenen ,,Farbstoffes" mit denen der fortgesehrittenen Oxyd~tionsstufen 
der hochpolymerisierten, nicht mehr sudanophilen Lipide weitgehend flbereinstimmen. 

VI. Bedeutung der Proteine /i~r die ]ormale und kausale Genese der Lipopigmente 

In  einer frfiheren Mitteilung [GEDIGK und FlSC~IEIr (2)] bat ten wir darauf 
hingewiesen, dal3 die lipogeuen Pigmente trotz des ihnen allen gemeinsamen Gehal- 
tes an oxydierten unges~ttigten Fettss nicht einheitlieh sind. Es liei~en sieh 
zwei Grundtypen yon Lipopigmenten voneinander abgrenzen, und zwar erstens 
das in Makrophagen bzw. in den zur Phagoeytose bef~higten Zel]en auftretende 
Ceroid und zweitens die in Muskelfasern und epithelialen Zellen gebildeten Pig- 
mente, n~mlieh die Lipo/uscine sowie das Vitamin E-Mangelpigment. 

Wie bereits betont, enthalten beide Typen ]ipogener Pigmente aul3er oxydier- 
ten Lipiden noch Proteine [GEDIGK (3); S. hierzu auch die zusammenfassende 
Darstellung yon WOL~AN (4)]. I m  Anseh]u{3 an die eben erfolgte Diskussion 
erhebt sieh nunmehr die Frage, in welehem Umfang diese EiweiBstoffe an dem Auf- 
b a u d e r  PigmentkSrnehen beteiligt sind, und welehe Rolle sie bei der formalen 
und kausalen Genese der Lipopigmente spielen. Die Untersuchung der Entwick- 
lung der Lipopigmente deckt in dem VerhMten ihrer Eiweil3bausteine bemerkens- 
werte Untersehiede auf: 

Das Ceroid entsteht bei der Resorption fetthMtiger Gewebsbestandteile 
[HAMPERL (2); I-IAlZTROFT (1, 2); GEDIGK und FISCHER (l)] und tr i t t  in Form klei- 
her Tr6pfehen bzw. Granula in Makrophagen auf. Eiwei3stoffe treten nur sekun- 
d~r zu den phagocytierten und oxydierten Lipiden hinzu und fallen mengen- 
mi~i3ig nieht ins Gewicht. Bei den groi~eu Lipidtropfen kann die Beimengung von 
Proteinen unter Umst~nden ganz unterbleiben bzw. sich auf die oberfl~ehliehen 
Sehiehten der Granula besehr~nken. 
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Welche Bedeutung dieser Eiweigbaustein des Ceroids besitzt, 1/~ttt sieh noch 
nicht mit Sicherheit sagen. Da sich im Ceroidpigment bzw. in seiner unmittel- 
baren Nachbarschaft hydrolytische Enzyme naehweisen lassen, diirfte es sich bei 
diesen Proteinen zum Tell um Fermenteiwei$ handeln, das v o n d e r  Zelle bereit- 
gestellt wird und wahrscheinlich an der Verarbeitung der Lipide beteiligt ist 
[GEDmK und BO~TKE (1)]. Diese Sehlu$folgerung wird dureh die Tatsaehe erh/~r- 
tet, da$ die Zelle aueh an andere, bei der Phagoeytose entstandene Cytoplasma- 
einsehltisse Enzyme abgibt [GEDIGX und BOSTK~ (2)]. 

Ein grunds/~tzlich anderes Verhalten des EiweiSbausteines linden wir bei den 
in Parenehymzellen und Muskelfasern auftretenden Lipo]uscinen. Schon quanti- 
tat iv spielen Proteine in ihnen eine grS$ere l~olle. So ist es in Anbetraeht der 
vorliegenden histochemisehen und elektronenmikroskopisehen Befunde erwiesen, 
da6 die Lipofuseine neben Lipiden reiehlich Proteine enthalten. Naeh den 
- -  allerdings vorerst noeh nicht iibereinstimmenden - -  Untersuchungen yon 
SIEBEI~T, DIEZEL U. Mitarb. ; I-IEIZDLEu U. Mitarb. (2, 3) sowie BJ()RKERUD (2) 
an isolierten LipofuscinkSrnchen sollen EiweiBstoffe etwa 30--58 % des Trocken- 
gewiehtes einnehmen, w/ihrend der Gehalt an extrahierbaren Lipiden zwisehen 
19 und 51% liegt, und 9--30% auf den unlSsliehen sog. ,,schwarzen Rfickstand" 
fallen, in dem dann neben oxydierten und polymerisierten, unges/ittigten, unlSs- 
lichen Lipiden (30--60 % ) vielleicht noch ein me]aninartiges Material vorkommt. 

Die Eiwei6stoffe des Lipofuscins haben sieher von vornherein eine andere 
funktionelle Bedeutung als die Proteinkomponente des Ceroidpigments. 0ffenbar 
handelt es sieh um Bestandteile yon stoffwechselaktiven, enzymhaltigen Cyto- 
p]asmabezirken bzw. Zellorganellen, in deren Bereieh bei der Entwicklung des 
Lipofnscins Lipide abgelagert und oxydiert werden. Uber die Natur  dieser Cyto- 
plasmastrukturen gehen die Meinungen noch auseinander. (Siehe hierzu die neuere 
elektronenmikroskopisehe Literatur bei GEDIGK und WESSEL ]964.) 

Naeh den vor]iegenden lieht- und elektronenmikroskopischen Befunden sind 
die Proteine dieser Cytoplasmabezirke bzw. 0rganellen zunachst gewissermaBen 
nur die Grundsubstanz, in deren Bereieh die Lipide allm/thlieh zum Pigment um- 
geformt werden. Vielleieht wird ein Tell der Proteine dabei im Sinne der oben 
beschriebenen Copolymerisation oxydativ mit umgewandelt und tragt  dann neben 
den im Vordergrund stehenden gefi~rbten, oxydierten und polymerisierten unge- 
sattigten Lipiden mit zu der Eigenfarbe bei. 

Wi~hrend die kausale Genese des Ceroids als weitgehend ge]Sst angesehen werden 
kann Is. S. 127 sowie GEDIGK und FlSCg]~l~ (1)], ist die Ursache fiir die Entstehung 
der Lipofuseine noch nieht gekl/~rt, d.h. es ist die Frage often, warum unges/~ttigte 
Lipide unter Bedingungen, we]ehe offenbar nieht immer im strengen Sinne patho- 
logisch sein mfissen, dem normalen Stoffweehsel entgehen und dann der Oxyda- 
tion und Po]ymerisation anheimfallen. 

GEDIGK und FISCriER (2) sowie WOLMA~ (4) haben die verschiedenen MSglieh- 
keiten diskutiert. Neben dem Fehlen yon Stoffen, welche als Antioxydantien 
wirken (z.B. Vitamin E), kSnnte das vermehrte Auftreten yon 0xydations-Kata- 
lysatoren (It/~moglobin, Metalle usw.) eine Ro]le spielen. Auch der Zeitfaktor 
scheint yon Bedeutung zu sein, wie WOLFSO~, WILBUR und BERI~HEIlVi in der 
regenerierenden Rattenleber zeigten: Der Geha]t an Lipidperoxyden war am nied- 
rigsten, wenn die Zahl der Mitosen am grSl~ten war. Man kSnnte also annehmen, 
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dag die M6glichkeit zur 0xydat ion ungesi~ttigter Lipide in der Zelle um so gr6ger 
ist, je li~nger sie dort im oxydierbaren Zustand liegenbleiben. Das scheint dann 
der Fall zu sein, wenn die Lipidbildung oder -ablagerung schneller vor sieh geht 
oder lgnger andauert  als der Stoffweehsel oder der Abtransport der Lipide. Unter 
diesen Bedingungen k6nnen die ungesi~ttigten Lipide unter Umsti~nden yon ihrem 
normMen Stoffweehsel abweiehen und oxydiert werden. 

Bnm~, NA•m, CA3~PBEnL und PISSOT nahmen /~hnliche Griinde fiir die Lipofuscinent- 
stehung in der Nebenniere an. D~s Pigment entstand offenbar dann, werm die Zellen nieht 
imstande waren, die Lipide riehtig abzugeben oder abzubauen. Ganz entspreehend wurde die 
kausMe Genese des Lipofuscin in der Nebenniere yon DEA~E erkl~rt, woes sieh bevorzugt in 
Zellen entwiekelt, welehe reiehlieh hoehunges~ttigte Lipide enthMten. 

Wogen des grogen Anteiles der Proteine in den Lipofuscinen wurde gelegent- 
lich angeregt, diese gef/~rbten Strukturen als ,,proteinogene" Pigmente zu be- 
zeiehnen. Ferner wurde empfohlen, nut  von ,,Fuseinen" zu spreehen, da viele 
Pigmentk6rnchen das Prefix ,,Lipo-" in Anbetraeht der geringen bzw. maneh- 
real sogar fehlenden Sudanophilie zu Unrecht besitzen wiirden. Von anderen 
werden zur Vermeidung dieser Sehwierigkeiten die Bezeiehnungen ,,Abn/itzungs- 
oder Alterspigment" bzw. ,,wear- and tear-pigment" vorgezogen. Gegen diese 
Vorsehl~ge lassen sich abet Einw/~nde vorbringen. 

Zungehst darf bei der systematisehen Einordung und Bezeichnung eines Pig- 
mentes das Mengenverh~ltnis seiner einzelnen Bausteine keine l~olle spielen, 
da die Zusammensetzung ein und desselben Pigmenttyps - -  wie wit es weiter 
oben ffir Lipopigmente und an anderer Stelle ffir Eisenpigmente dargelegt h a b e n - -  
nicht konstant ist, sondern in Abh~ngigkeit yon der Art des speiehernden Organes 
und yon dem Alter der Pigmente u .U .  erhebliehe Unterschiede aufweist. 
Aueh die kausale Genese sollte bei der Nomenklatur yon Pigmenten nieht 
ausschlaggebend sein; wissen wit doeh, dag aus sehr versehiedenartigen Ursaehen 
gleichartige Pigmente entstehen k6nnen [GEDmK und STRA~rSS; GEDIGK und 
FISC~E~ (2)]. Zudem ist in vielen F~llen die Entstehungsursache ohnehin um- 
stritten odor unbekannt. Es ist daher ratsam, die Bezeiehnung einesPigmentes 
naeh der ehemischen Natur  der im Vordergrund stehenden Farbkomponente vorzu- 
nehmen. Der Farbstoff ist in dot Regel nieht nut  fiir die Auffindung der Pigment- 
granula ausschlaggebend; er erm6glicht auch die systematisehe Zusammenfassung 
verwandter Pigmente und gibt am ehesten einen I-Iinweis auf die Natur  der zur 
Pigmentbildung f/ihrenden Stoffweehselvorg/inge. 

Da aber die Eigenfarbe des in Parenchymzellen und Muskelfasern auftre- 
tenden sog. Abnutzungspigmentes ebenso wie seine wiehtigsten morphologischen, 
histoehemisehen und ehemisehen Eigenschaften hauptsgehlich an die Lipid- 
komponente und deren 0xydationsprodukte gebunden sind, ist die traditionelle 
Bezeichnung ,,Lipofusein" trotz derm6glieherweise noeh nebenbei auftretenden 
melanoiden Copolymerisationsprodukte mit Proteinen naeh wie vor durehaus 
bereehtigt und treffend. 

Zusammeniassung 
Im Cytoplasma yon Makrophagen abgelagerte Ester hochunges~ttigter Fett-  

si~uren werden zu, einom Pigment umgeformt, das in allen wesentlichen fgrberi- 
schen und histochemischen Eigenschaften mit den im Organismus vorkommenden 
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Lipopigmenten, dem Ceroid, den Lipofuscinen und dem Vitamin E-Mangel- 
pigment, fibereinstimmt. 

Mit zunehmender Versuchsdauer crfahren die gespeicherten ungcs~ttigten 
Fetts~ureester - -  genau wie die natiirlich vorkommenden Lipopigmente - -  eine 
charakteristische Anderung ihrer fiirberischen und histochemischen Eigenschaften : 
Sie verlieren ihre LSslichkeit und Sudanophilie, sie nehmen eine gelbe bis gelb- 
braune Eigenfarbe an, sie zeigen ein deutliches ReduktionsvermSgen sowie einc 
starke Basophilie. Dieser Umwandlung liegt hauptsitchlich eine allm~hliche 
Oxydation und Polymerisation der ungesgttigten Fetts~urecster zugrunde. 

Die PAS-Reaktion sowie die reduzierenden und sauren Eigenschaften der 
Lipopigmente sind an Oxydationsprodukte der ungesgttigten Lipide gebunden. 
Auch die Farbkomponente lipogener Pigmente ist vornehmlich ein Oxydations- 
und Polymerisationsprodukt ungesiittigter Fetts~uren. 

Die Oxydation der ungesi~ttigten Fetts~urcn lguft in vivo und in vitro prinzi- 
piell gleichartig ab. Nur die Geschwindigkeit des oxydativen Umbaus ist im 
tierischen Gewebe gr6~er als im Reagensglas. Durch die Mischung mit Proteinen 
l~l~t sich cine Beschlcunigung der Oxydation und Farbbildung erzielen. 

Au6er den unges~ttigten Fetts~ureestern enthalten die Lipopigmente Eiweil~- 
stoffe. Bei dem in phagocytierenden Zellen entstehenden Ceroid spielen 
Proteine nur eine untergeordnete Rolle und k5nnen u .U.  ganz fehlen. Sic 
stellen offenbar t~eaktionsprodukte der phagocytierenden Zellen auf die in das 
Cytoplasma eingeschlossenen Lipide dar. Demgegenfiber stehen Proteine bci 
den in Parenchymzellen gebildeten Lipofuscinen mengenm~Big im Vordergrund. 
Sic sind Bestandteile yon stoffwechselaktiven, enzymhaltigen Cytoplasma- 
bezirken bzw. Zellorganellen, in deren Bereich die zum Pigment umgewandel- 
ten Lipide abgelagert werden. Dabei ist es denkbar, da6 ein Teil dieser Proteine 
durch eine Art Copolymerisation im Sinne von SIEB~T, DI~Z~L U. Mitarb. zu 
melaninartigen Substanzen umgeformt wird. 

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

Summary 
Esters of highly unsaturated fa t ty  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 
fa t ty  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 fa t ty  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 fa t ty  acids. 
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The ox ida t ion  of the  f a t t y  acids t akes  place  in vivo p r inc ipa l ly  the  same as 
in vi t ro .  Only  the  speed of the  ox ida t ive  change is g rea te r  in an imal  t issue t han  
in the  t es t  tube .  W h e n  pro te ins  are  added,  an  accelera t ion  of the  ox ida t ion  
and  of the  color p roduc t ion  is p roduced .  

I n  add i t i on  to  the  u n s a t u r a t e d  f a t t y  acid  esters the  l ipop igments  conta in  
p ro te in  substances .  I n  the  fo rma t ion  of ceroid in phagocy t i c  cells, p ro te ins  p l a y  
only a subord ina te  p a r t  and  may ,  under  cer ta in  c i rcumstances ,  be en t i re ly  
lacking.  They  represen t  a p p a r e n t l y  p roduc t s  of reac t ion  of the  phagocy t i z ing  
cells on l ipids  enclosed wi th in  the  cy toplasm.  I n  cont ras t ,  p ro te ins  of the  l ipo- 
fuscins fo rmed  wi th in  the  p a r e n c h y m a l  cells q u a n t i t a t i v e l y  p redomina te .  They  
represen t  components  of me tabo l i ca l ly  act ive,  enzyme-con ta in ing  regions of 
cy top la sm and  cell organelles,  where  the  l ipids,  which have  been changed to 
p igment ,  are deposi ted .  A t  the  same t ime,  i t  is plausible ,  t h a t  a p a r t  of these  
pro te ins  is changed b y  a t y p e  of eopo lymer iza t ion  (in the  sense of SIEBEnT, 
DIEZEL and  eoworkers)  in to  melanin- l ike  substances .  
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