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Histochemische Untersuchungen fiber Lipidablagerungen in 
Rattenorganen nach der Verffitterung yon dimeren Fetts~/uren 

Von W. GRIEM 

Mi$1 Abbfldung und 2 Tabellen 

(Eingegangcn 3m 10. Mat 1966) 

I n  For t f f ihrung unserer  Un te r suchungen  fiber die Vertr~glichkeit  von un-  
behande l ten  u n d  beh~ndel ten  F e t t e n  un te r such ten  wir auch die ~Virkung yon  
dimeren Fe t t s~uren  auf  den Orga~fismus, die ein charakterist isches l~e~ktions- 
p rodukt  bei der Hitzepolymeris ierung yon  F e t t e n  sind. I n  dieser Arbei t  wollen 
wit unsere histoehemisehen Untersuchungsergebnisse  fiber die n~eh der Ver- 
f i i t terung dimerer Fe t t s~uren  n~chgewiesenen Lipidablagerungen bek~nnt -  
geben. 

Die Versuchsra t ten  erhiel ten in e inem lungfrist igen Ft i t terungsversueh,  tier 
insgesamt 32 Woehen dauerte,  5% dimero Fet ts~uren,  w/~hrend die Kontrol l -  
tiere 5% eines raffinierten, unbehande l t en  Soja61es zur Grundkos t  bekamen.  
Bei den  physiologischen Untersuchungen,  fiber die CZOK, G~IEM, KIECKEBUSCI~, 
BXSSL~,R und  LANG (1964) berichteten,  zeigten die Versuchsratt, en gegenfiber 
den Kontro l l t ie ren  WachstumsverzSgerungen,  versehleehterte Futterefficieney,  
Versehlechterung des Grundums~tzes ,  Senkung der K6rpe r t empera tu r  und  
St6rungen der Leberfunkt ion.  F ~ I C K ~ ,  SCgXFF_~ER u n d  LA-~G (1964) s~ellten 
bei biochemischen Un te r suchungen  lest, dab eine Verffi t tcrung yon d imeren  
Fetts '~uren eine Ern iedr igung  des Gesamtfet tgehal tes  der Tiere u n d  eine 
Jmderung  der Fe t t s i tu rezusammense tzung des K6rperfet tes  bewirkt.  Au Berdem 
wird ein sehr geringer Antei l  der verff i t ter ten S/iuren in das KSrperfe t t  ein- 
gebaut .  
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Methoden 

Die Organe dermit  ~ther getS~ten Tiere wurden in -/o~~ neutralem Formalin 
fixiert. Von ihnen wurden Gefrier- und Paraffinsctmitte angefertigt. Die durchgefiihrten 
F~rbemethoden, histochemischen Reaktionen und LSslichkeitsuntersuchungen sind aus den 
Tab. 1 und 2 zu entnehmen. 

Abb. 1. Lipidablagcrungen in den KUrFS~Rschen Sternzellen der Leber ~on Rattcn nach einer langfristigen 
Verfiittcrung "Jon dimcren Fcttsauren. Die au[ der Abbildung als schwarze X6rnchcn wiedergegebenen Ab- 
lagcrungen ffillcn tcilwcisc alas gcsamte Cytoplasma der KUPYFEI~schcn Sternzs]lcn aus (FSrbung: Hiima- 

toxylin; Yergr. ctwa 300fach) 

Ergebnisse 

Bei den mikroskopischen Untersuchungen der Organe lieBen sich in den 
Lebern, Nieren, Milzen uncl IIerzen keine entzfindlichen oder degenerativen 
Veritnderungen fcststellen. Jcdoch ist im Lebcrgewebe der mit  der Dimeren- 
fraktion geftitterten Tiere bei den m/innlichcn uncl wciblichen Tieren ein 
Pigment nachweisbar. Es liegt vornehmlich im Cytoplasma der KUI'FFERschen 
Sternzellea (Abb. 1), jedoch kann m~n es auch in den Binclegewebszel|en der 
G~sso~schen  Dreiccke umt in den Endothelzelien dor Kapillaren un~ grSSeren 
Gef/~Be finden. Die Pigmentablagerungen konnten wir ferner in den Nieren, Mil- 
zen und in der Herzmuskulatur  nachweiscn. In  den Nieren liegen sie als kleine 
kugelige K6rperchen im Cytoplasma der ZeUen der Tubuli contorti I, sowie in 
den umgebenden Bindegewebszellen gr61~erer Gef/~ge, teilweise auch in deren 
Endothelzellen. Auch in der Herzmuskulatur  k6nnen die Pigmeutk6ruchen 
in den Endothelzellen der Gefi~13e und im Cytoplasma an den Kernpolen nach- 
gewiesen werden. In  den Milzen findet man die Pigmente in den Retikulum- 
zellen. Bei den Tieren der Kontrollgruppe sind keine Pigmentablagerungen 
in den Organen fcstgestellt worden. 
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Bei der histologischen Untersuchung der Hoden zeigten die Organe der 
Tiere der Dimerengruppe eine starke St6rung der Spermiogenese. In  den 
Samenkan~lchen lagen lediglich Spermiogonien und Spermiozyten. Dagegen 
fanden sich in den Samenkan~lchen der KontroIIgruppe unz~hlige, voll- 
ausgereifte Spermien. 

Tabelle 1. Fs Verhalten und histochemische Eigenschaften yon Lipidmaterial 
das nach der Verfiitterung dimerer Fetts~uren an Ratten in den Zellen des RES abge- 

lager~ wurde 

)fethode Ergcbnis 

Eigenfarbe braun-dunkelbraun 
H~matoxylin-Eosin-F/trbung braun 
Azan-Fis braun 
Van Gieson-F~rbung braun 
Eigenfluoreszenz, UV-Licht grtin 
Eigenfluoreszenz, Blaulicht gclbgriin 
Unt~rsuchung in* pol~risierflen Lich~ doppelbreehcnd 
Turnbullblau-Reaktion blau 
Berlinerblau-Reaktion negativ 
Reaktion auf Kupfer negativ 
Reaktion auf P04 negativ 
Ninhydrin-Reaktion negativ 
M~LoNsche Reaktion nega~iv 
PAS-Reaktion (HoTc~mss) r6~lich 
PAS-Reaktion nach AceSylierung rSMioh 
PAS-Reaktion nach Entacetylierung rStlich 
Perameisens~ure-Leukofuchsin-Reaktion rStlich 
Reaktion mit Scm~Pschem Reagenz nega$iv 
F~irbung mit Sudan I I I  braun 
F/irbung mit Scharlachro$ braun 
F~irbung mit Scharlachrot, nach Oxals~iurebehandlung rot 
F~irbung mit Nilblau z.T. blau 
F~irbung mit Sudanschwarz schwarz 
Lipoidfiirbung nach F~.:Zl~T~R z.T. rStlich 
Seifennachweis (M]~YER-BI~UNOT) mit (/NHs)22 braun 
Seifennachweis ()IEYEmBRVNOT) mit KzCr:O 7 gelb 
Seffemmchweis (0Ka~OTO, NEDA und KATO) rStlich 

Bei den histologischen Untersuchungen zeigten die Pigmentablager~ngen 
eine braune bis dunkelbraune Eigenfarbe. Die grSl3eren Schollen des Pigmentes 
nahmen im Gegensatz zu den kleinsten PigmentkSrnchen bei der F/irbung der 
Pr/iparate mit  Scharlachrot und Sudan I I I  den Farbstoff  nicht an. Erst  nach 
der Vorbehandlung der Schnitte mit  S&uren, die eine Abspaltung des anorgani- 
schen Anteils bewirken, lieBen sich auch die gr6Beren Lipidschollen mi t  
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Seharlachrot anfgrben. Mit Nflblau konnten ebenfalls nur die kleineren Pig- 
mentkSrnchen angef~rbt werden. Jedoch zeigten s/imtliche Ablagerungen nach 
tier F~rbung der Pr~parate mig Sudanschwarz einen intensiven schwarzen 
Farb ton .  Hervorzuheben ist noch, dab die Pigmente erst nach einer S/iure- 
vorbehandlung fluoreszierten. Ferner fielen die Ninhydrin- und die I ~ L O N -  
sche Reaktion negativ aus. Als anorganischer Antefl wurde in den Lipidablage- 
rungen lediglich Eisen nachgewiesen. Die durchgef/ihrten histochemisehen 
Reaktionen zum Naehweis yon Seifen waren positiv. Eine L?bersicht fiber die 
f~rberisehen und histochemischen Eigenschaften gibt die Tab. 1 wieder. 

Tabdle 2. Die L6slichkeig yon Lipidmaterial in S~uren, Laugen und ffettl6sungsmitteln, 
das nach der Vefffitterung dimerer Fetts~uren an Ratten in den Zellen des RES abgelagerg 

wurde 

L~nge der Temperatar 
L6sungsm|ttel Einwlrkungszeit LS~lichkctt 

in Std. in ~ 

Pyridin 
Alkohol 
/~ther-Chloroform 
Chloroform-Alkohol 
1 n HCI 
2 n HCI 

24 
24 
24 
24 
24 
24 

20 

60 

60 

60 

20 

20 

+ + + + +  
+ + + +  
+ + + +  
+ + + +  
+ 
+ 

1 n HN03 
3 n CHaCOOH 
1113 n NaOH 
x/to n KOH 
1 n HNOa + X/lO n NaOH 
1 n HNOa + 1/lo n KOH 
2nHC1 +l /xonNaOH 
2nHC1 + l / l o n K O H  

24 
24 
2 
2 

24 
24 
24 
24 

Zeichen fiir die L~slichkeit: + --~ 

u. 2 
u. 2 

u.  2 

U. 2 

schlecht *-~ + + + + +  

20 + 
20 + 
20 + + +  
2O + + +  
20 + + + + +  

+ + + + +  
20 + + + + +  
20 + + + + +  

---- gut 

Das Verhalten der Pigmente bei einer Behandlung der histologisehen Pr~- 
parate  in S~uren, Laugen und Fett l6sungsmitteln ist aus der Tab. 2 zu en~- 
nehmen. Interessant  ist, dab diese Pigmente im Gegensatz zu den Lipid- 
ablagerungen, die nach der Verffitterung yon autoxydierten und bestrahlten 
Fet ten  bei unseren Ra t t en  auftraten,  leieht mit  FettlSsungsmitteln aus dem 
histologisehen Schnitt  zu entfernen waren. Sie zeigten aber aueh, wie die 
anderen Lipidablagerungen, bei der kombinierten S~ure-Lauge-Behandlung 
die grSBte LSsliehkeit, w&hrend dureh eine alleinige S~uren. oder Laugen- 
behandlung die L6sliehkeit nur  schlecht bis mittelgradig war. 

Besprechung der Befunde 

Aus den Untersuchungsergebnlssen ist zu entnehmen, daft dimere Fe t t .  
s~uren vom Organismus schleoht in den Stoffweehsel cingebaut werden k6nnen, 

8 
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d. h. nur teilweise zur Energiegewinnung ausgenutzt  werden. Aus diesem 
Grunde finder man bei der histologischen Untersuchung der Organe naeh lang- 
fristiger Verffitterung in den Zellen des RES und in Organzellen Lipidablage- 
rungen, die auch als exogene Pigmente zu bezeichnen sind. Sie enthalten, wie 
die histoehemischen Reaktionen zeigen, einen organisehen und einen an- 
organischen Anteil. Die organisehen Substanzen lassen sieh mit  Fet t farb-  
stoffen gut  anfiirben. Besonders leicht gelingt die Fettanfi~rbung nach der 
Abspaltung des anorganischen Anteils mit  Hflfe von S~uren. Der positive 
Ausfall der PAS.Reakt ion nach der Azetylierung und der Perameisensi~ure- 
Leukofuchsin-Reaktion deutet  an, dab der organisehe Antefl aus unges/ittigten 
Fettss besteht. Als anorganischon Anteil haben wir nur Eisen naehweisen 
kSnnen. Wir nehmen an, dab die Fetts/~uren sich im Organismus mit  dem Eisen 
verbinden, und dal3 die Pigmente als metallseffeniihnliche Verbindungen auf- 
zufassen sind. Unsere Annahme stiitzt sich auf  unsere LSsliehkeitsversuche, 
in denen wir Sguren, Laugen und FettlSsungsmittel bei bes t immten Tempera- 
turen und nur kurzo Zcit auf  die Pigmente einwirken liel3en. So sind z.B. durch 
die alleinige Einwirkung yon Laugen die Pigmente in kurzer Zeit nur  schwer aus 
den hi~tologi~ehen Schnitten zu entfernen, Die LSsliehkeit der Lipidablage- 
rungen erhSht sieh aber betr~tehtlieh, wenn man im wgl~rigen Milieu die Schnitte 
zuerst mi t  Sguren behandelt  und so das Eisen aus den Pigmenten entfernt. 
Der zuriickbleibende Fettantefl  ist danach leicht  mi t  K O H  oder NaOH ver- 
seifbar. Diese Seffen sind aber im Gegensatz zu Metallseifen wasserl6slich und 
lassen sich gut aus den Sehnitten extrahieren. Unsere Annahme, daI3 es sieh 
bei den Pigmenten um Metallseffen handelt, wird auch durch die positiven 
Reaktionen der Seifennachweise bekr~ftigt. Zwar dienen diese Reaktionen in 
erster Linie zur his~ochemischen Darstellung freier Fettsguren, man  kann sie 
aber aueh zum Nachweis yon Seifen benutzen. Hierbei nutzt  man die chemi- 
sche Eigenschaft yon Seifen aus, die leicht mit  Sehwermetallen Verbindungen 
eingehen. Bei den ursprfingliehen Reaktionen werden zuerst die freien Fet t -  
si~uren an Calcium gebunden und so in unlSsliche Kalkseffen fiberfiihrt. I n  
einer zweiten geak t ion  entfernt man  das Calcium mit  Hilfe yon Blei- oder 
Kupfersalzen und erh~lt dadurch un/6sliche Metallseffen. Der Metallanteil 
wird dann dureh best immte Reaktionen sichtbar gemacht.  Mit den Pigmenten 
haben wir einerseits die Originalmethoden angewendet, andererseits haben wir 
sie sofort mit  Blei- oder Kupferni t ra t  zusammengebracht.  Bei s~mtlichen 
Reaktionen war der gleiehe Erfolg zu beobaehten und (tie Schwermetalle 
lagerten sich schon bei Zimmertemperatur  an die Pigmente an. Wit  k6nnen 
daher aufgrund der histochemisehen 1%eaktionen und der L6sliehkeitsunter- 
suehungen, tthnlieh wie bei friiheren Untersuehungen ( G ~ T ~  1963) sagen, dab 
die yon uns beobachteten Pigmente in den Zellen des RES als eisenhaltige 
Metallseffen aufzufassen sind. Aus diesem Grunde erkl~rt sich aueh ihre Un- 
15sliehkeit im Sgugetierorganismus. 

Zusammenfassend kann man aufgrund unserer bisher durchgef/ihrten Ver- 
suche sagen, da~ dimere Fetts~uren fiir den Sgugetierorganismus sch~dlich 
sind. Neben den klinischen Erscheinungen (WachstumsverzSgerungen, ver- 
schleehterter Fu~tereffieiency, Verschlechterung des Grundumsatzes, Senkung 
der KSrpertemperatt tr ,  St6rung der Leberfunktion) finden sich bei den patho- 
logiseh.histologischen Untersuchungen der m~nnlichen Tiere noeh deutliehe 
StSrungen der Spermiogenese, und bei si~mtlichen Ra t t en  lassen sich aui]erdem 
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in den  Organen  L ip idab lage rungen  nachweisen.  Diese l iegen in d e n  Zellen des  
R E S  und  in 0 rganze l len .  Die Befunde  der  durehgef i ih r ten  R e a k t i o n e n  und  der  
LSs l i chke i t sun te r suchungen  besagen,  dal~ es sich bei  d iesen a b n o r m e n  Pigmen-  
t en  u m  Metallseffen hande l t .  Dies e rk l~r t  d ie  schwere LSsl ichkei t  und  d a m i t  
die  Ablage rung  in den  0 rganen .  

Zusammenlassung 

Die langfristige Verfiitterung dimerer Fettsguren ist ffir Ratten sch~dlich. Das bei den 
Tieren in den Zellen des RES und Organzellen gefundene Pigment verhiilt sich bei den 
durchgeffihrten histochemischen Reaktionen und bei L6sliehkeitsuntersuchungen wie 
Metallseifen. 
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T A G U N G S B E R I C H T E  

Bericht iiber die Stiirke-Tagung der Arbeitsgemeinschaft Getreideforsehung e. V. 
in Verbindung mit der Bundesforschungsanstalt fiir Getreideverarbeitung, 

Detmold, vom 27. his 29. April 1966 

Von W.  NI~.PJ~ (Detmold)  

Zar 17. St~xke-Tagung waren neben zahlreichen Teilnehmern aus dem Inland mehr 
als 100 AuslKnder erschienen. 

])arch seinen ausgezeichneten Vortrag fiber Betriebspsyehologie und Betriebsfiihrung 
verstand es Prof. HERwIO aus Braunschweig, den gesamten Zuh6rerkreis zu fesseln. Dureh 
wissenschaftliche Analyse der mensehlichen Arbeit wurde die Notwendigkeit einer m6g- 
lichst weitgehenden wechselseitigen Anpassung zwischen Mensch und Arbeit aufgezeigt. 
In  faszinierender Art verstand es Prof. HERWIO, die sieh daraus ergebenden einzelnen 
Problembereiche, wie Anpassung der Arbeit~bedingungen, Gestaltung yon Werkzeug, 
Maschinen, Arbeitsplatz und Umgebung, verbesserte Arbeitsleistung durch verringerte 
Belastung und Ermfidung, sowie Probleme der Monschenffihrung zu erl~utem. 

In  humorvoller Art verstand es Prof. K. H~.YNs, Hamburg, das schwierige Gebiet der 
lYIassenspektrometrie der Kohlenhydrate auch dem rein wissenschaftlichen Fragen etwa8 
entfernter Stehenden klar verst~ndlich zu machen. Die unter Zufuhr yon Energie auf- 
tretenden Molekiilfragmentierungen vermitteln neue Einsichten auch in die Eigensehaften 
der Kohlenhydrate. Anhand yon vornehmlich in seinem Institut erarbeiteten Zerfall- 
reihen kann u. a. zwischen Pyranose-Furanoseform der Pentosen und Hexosen sowie 
zwischen Aldosen und Ketosen unterschieden werden. Die Kombination mit der Gas- 
chromatographic hat sich auch auf dem Kohlenhydratgebie~ als besonders leistungsf~hig 
erwiesen, wie am Beispiel der Zuckerpyrolyse und der ]~[aillard-Reaktion gezeigt wurde. 

~ber  St~rkek6mer als Phasenobjekte rcferierte Prof. CzAJA, Aachen, wobei er n~iher 
auf die Schichtenbildung der K6rner durch SalzsKurebehand]ung einging. 

Prof. Se~uTz, Mulhouse, legte in seinem Vortrag ,,Wissenschaftliches und Praktisehes 
fiber die Rheologie yon St~rkel6sungen" die theoretischen Grundlagen einer praktiseh 
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