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Kenntnisse iiber das Lipofuscin konnen auf drei verschiedenen
Wegen gewonnen werden. Zunichst durch die morphologische Unter-
suchung, die AufschluB iiber das Vorkommen und die Art der Lagerung
gibt; ferner durch die Bestimmung des férberischen und histochemi-
schen Verhaltens des Pigments und schlieflich durch die Isolierung
und die chemische Analyse.

Die ersten morphologischen Untersuchungen lieBen den Eindruck
entstehen, daB das Lipofuscin bei alten Leuten oder nach zehrenden
Krankheiten vermehrt auftrite. Es wurde daher auch als Abnutzungs-
oder Alterspigment bezeichnet, beides Namen, die eine pathologische
Komponente in den Begriff hineintragen. Als erster hat aber Maass
(1889) hervorgehoben, daB dieses Pigment bereits in frither Kindheit
zu finden ist. H. MtrLrer (1935) fand Lipofuscin in der Herzmusku-
latur schon regelmiBig in den ersten Lebensmonaten. Im spiteren
Lebensalter steigt der Pigmentgehalt an, um in der Mitte der zwanziger
Jahre den hochsten Wert zu erreichen und spiter wieder abzusinken.
Bei Kranken fand sich eher weniger Pigment als bei Gesunden. v. FInx
(1936) konnte feststellen, daf die Herzmuskulatur von Tieren, die in
einer Lauftrommel trainiert worden waren, mehr Lipofuscin enthielt,
als solche untrainjerter Kontrolltiere. Eine Vermehrung von Lipo-
fuscin war schon nach 4stiindiger Versuchsdauer nachweisbar. Zu ent-
sprechenden Ergebnissen kam Kxv (1937) bei Untersuchungen an der
Skeletmuskulatur. Bewegungsmuskulatur enthielt mehr Pigment als
die sog. Haltemuskulatur. Auffallend gering war der Lipofuscingehalt
gelahmter, atrophischer Muskeln. UHLENBROOCK und Bémvie (1937)
untersuchten das gegenseitige Verhalten von Lipofuscin und Ascorbin-
siure in verschiedenen Schichten des Herzmuskels. Sie konnten nach-
weisen, daB sich die Lipofuscin- zu den Vitaminmengen umgekehrt pro-
portional verhielten. Die Auswertung der geschilderten Ergebnisse
fiihrte Bommia (1937) zu der Vermutung, daf das Lipofuscin eine funk-
tionelle Bedeutung fiir den Stoffwechsel der Muskelzelle haben konnte.
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Das Vorkommen von Lipofusecin in der Leber zeigt gewisse Par-
allelen. Bacuamany (1953) konnte durch die Untersuchung einer groBen
Zahl frischer Leberpunktate ein deutlich altersabhingiges Auftreten
von Pigment in der Leber nachweisen, wobei die hochsten Werte in
der Altersgruppe von 10—19 Jahren lagen. Unabhingig vom Alter
war es bel Urdmiekranken vermehrt, bei Lebercirrhosen und Hepati-
tiden dagegen vermindert. Durch Untersuchung desselben Patienten
zu verschiedenen Zeiten konnte er das Auftreten bzw. das Verschwinden
von Lipofuscin innerhalb weniger Monate beobachten.

Auf eine Schwierigkeit bei Lipofuscinuntersuchungen muf noch
hingewiesen werden. ,Durch Forschungen amerikanischer Autoren sind
Pigmente bekannt geworden, die dem Lipofuscin sehr &dhnlich sind
und auch an den gleichen Stellen vorkommen koénnen, obwohl sie
sicherlich eine andere Genese und Bedeutung haben. Hs handelt sich
dabei um das Ceroid und das Vitamin E-Mangelpigment. Das als
Ceroid, also als wachsihnlich, bezeichnete Pigment ist besonders von
Litirr und seinen Mitarbeitern (1941) untersucht worden. Es wurde zu-
erst in Lebern von Ratten, die eine Eiweilmangelnahrung erhalten hatten,
entdeckt. BtcrNer (1947) und KtEN (1947) haben bei ihren Unter-
suchungen tiber die Hepatitis epidemica in vergréBerten v. KUuPFrER-
schen Sternzellen ein feinkorniges, gelbliches Pigment beschrieben, das
sie als Zellzerfallspigment aus untergegangenen Leberzellen deuteten
und als Lipofuscin bezeichneten. HampERL beobachtete in vielen Or-
ganen, unter anderem auch in gesunden Lebern, ganz &hnliche, mit
einem gelblichen Pigment beladene Zellen, die er wegen ihrer Fluores-
cenz im ultravioletten Licht als Fluorocyten bezeichnete. Das Pig-
ment hielt er am ehesten noch fir Hamofuscin. In einer spiteren
Arbeit aus seinem Institut hielt R. Scmpopr (1953) dieses Pigment
jedoch fiir Ceroid.

In der Muskulatur ist es in erster Linie das Vitamin E-Mangelpig-
ment, das schwer vom Lipofuscin abzugrenzen ist. FEs wurde zuerst
von MARTIN und Moore (1936) bei vitamin-E-frei ernihrten Ratten
beobachtet. Vitamin E-Mangelpigment tritt in vielen Organen und
Geweben, besonders aber in der gesamten glatten, quergestreiften und
Herzmuskulatur auf. Ein Beispiel fir die Schwierigkeit der Abgrenzung
gegen Lipofuscin geben die Befunde von Masox und TrrLrorD (1947)
bei vitamin-E-frei erndhrten Affen. Sie beobachteten in deren Herz-
muskulatur braune, den Zellkernen benachbart liegende Pigment-
granula und deuteten sie als Vitamin E-Mangelpigment. Bei Menschen
konnte dieses Pigment bisher allerdings nicht sicher nachgewiesen
werden.

Durch morphologische Untersuchungen sind diese Verhiiltnisse
offenbar nicht zu kliren. Seit langem wurde daher besonderer Wert
auf die Heranziehung farberischer und histochemischer Methoden gelegt.

Virchows Arch. Bd. 327. 8
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Grundlegende Untersuchungen auf diesem Gebiet stammen von HuErck
(1912, 1921). Er beschrieb das ,fetthaltige Abnutzungspigment* als
unldslich in Sduren und Alkalien und als teilweise 16slich in Fettlosungs-
mitteln. Nach seinen Untersuchungen war es, wenn auch nicht ganz
regelmiBig, durch Fettfarbstoffe wie Sudan IIT und Scharlach R farb-
bar und nahm basische Farbstoffe wie Neutralrot und Nilblausulfat
an. Durch , Bleichungsmittel wie H,0, wurde es langsam gebleicht.
Eisenfarbungen  verliefen negativ, ebensowenig lieB sich das Lipo-
fuscin versilbern. Kr hielt es fiir abgrenzbar gegeniiber Melanin, da
dieses sich nicht mit basischen oder Fettfarbstoffen anfirbte, sich da-
fir aber regelmiBig versilbern lief. Humok (1912) sprach sich auf
Grund seiner Untersuchungen fiir die Moglichkeit aus, dall das Lipo-
fuscin aus dem Fettstoffwechsel entstehe, wihrend er das Melanin
fur ein Produkt des EiweiBabbaues hielt. Diesen Feststellungen ist
vielfach widersprochen worden. ScHMIDTMANN [zit. nach LuBarscH
(1922)] betonte, daB Fettfirbungen am Lipofuscin in vielen Féllen
negativ verliefen und hielt daher das Fett fiir eine Beimengung mehr
oder weniger zufdlliger Natur. KUTSCHERA-AICHBERGEN (1922) gelang
die Versilberung auch des Lipofuscins, am besten in entfetteten Pripa-
raten. Er hielt eine Zusammenfassung der beiden autogenen Pigmente
Lipofuscin und Melanin unter den Begriff Melanin fiir berechtigt, da
sie’ die gleichen Reaktionen giben. LusarscH (1902, 1922) kam zu
dhnlichen Ergebnissen und betrachtete beide als ,,proteinogene Pig-
mente. Von ihm stammt der Name Abbaupigment. Diese Zusammen-
fassung erscheint aber heute doch als zu weitgehend. Schon Koxia
(1926) wies ausdriicklich auf den Unterschied in der Farbbarkeit durch
basische Farbstoffe hin. Auf eine weitere Unterscheidungsmoglichkeit
machte HaMPERL (1934) auf Grund seiner fluorescenzmikroskopischen
Untersuchungen an menschlichen Geweben aufmerksam. Lipofuscin
zeigte nimlich eine gelbbraune Eigenfluorescenz, die dem Melanin voll-
stindig abging. Melanin dagegen absorbierte ultraviolettes Licht, was
er fir bedeutsam hielt, da so die tieferen Schichten der Haut vor der
Einwirkung von UV-Licht geschiitzt wiirden.

Noch schwieriger als gegen Melanin ist die Abgrenzung von Lipo-
fuscin gegen Ceroid und Vitamin E-Mangelpigment. Die firberischen
Eigenschaften des Ceroids sind von Expicort und Lirvie (1944) zu-
sammengestellt worden. Nach ihrer Beschreibung gibt das Ceroid
alle Reaktionen, die weiter oben bei der Besprechung von Lipofuscin
angefithrt worden sind. Zum Unterschied gegeniiber Lipofuscin war
das Ceroid aber nach einer Firbung mit Zienr-NErLsENs Carbol-
Fuchsin ssurefest. SchlieBlich kann auch die Perjodsdure-Leuko-
fuchsinmethode zur Unterscheidung beider Pigmente mit herangezogen
werden. Fast ausgeschlossen scheint nach ihrem firberischen Verhalten
dagegen die Unterscheidung zwischen Ceroid und Vitamin E-Mangel-
pigment zu sein [PAPPENHEIMER und VIcToR (1946)].
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Uberblickt man die Ergebnisse, die durch solche firberischen und
histochemischen Methoden gewonnen worden sind, so ergibt sich, daf3
ihnen eine gewisse Bedeutung fir die Abgrenzung der Pigmente zu-
kommt. Uber die chemische Zusammensetzung von Lipofuscin ist
aber mit diesen Methoden nichts Sicheres zu erfahren.

Man hat daher versucht, das Lipofuscin chemisch zu analysieren.
Voraussetzung dafiir ist, dafi das Pigment isoliert vorliegt. Bramx und
ScHMIDTMANN (1920, 1922) isolierten Lipofusecin und Melanin nach
Methoden, die SaLkowskI (1920) ausgearbeitet hat. Sie bestanden im
Prinzip darin, daB pigmenthaltiges, zerkleinertes Gewebe so lange
einer Salzsdure-Pepsinloésung ausgesetzt wurde, bis alles Eiweill ver-
daut war. Der Filterriickstand wurde mit Alkohol, Ather und Eisessig
behandelt, dann in Lauge gelost und schlieBlich mit Sdure gefillt. Die
Elementaranalyse der so gewonnenen Substanzen ergab iibereinstim-
mende Werte. Da diese sich auch nach Farbe und Loslichkeit nicht
unterscheiden, zogen die Untersucher den Schluf}, daf man so dar-
gestelltes Lipofuscin und Melanin miteinander identifizieren kénnte.

Auch das Vitamin E-Mangelpigment ist auf chemischem Weg iso-
liert worden. Die von Moore und Waneg (1947) angegebene Methode
dhnelt derjenigen von RosENFELD (1901) zur Isolierung von Himo-
fuscin. Auch diese Methode war sehr eingreifend und ging von einer
Hydrolyse des Gewebes mit Bariumhydroxyd aus. Isolierungsversuche
von Ceroid, die von Expicorr und Lirrie (1944) beschrieben wurden,
waren etwas schonsamer. Sie gingen von formolfixiertem Lebergewebe
aus. Chemische Analysen des Ceroids sind von ihnen anscheinend
nicht ausgefithrt worden.

So isolierte Pigmente sind auch elektronenmikroskopisch erforscht
worden. SCHMIDTMANN (1949) untersuchte isoliertes Lipofuscin und
Melanin. Sie betrachtete beide Pigmente als Melanine verschiedener
Herkunft und beschrieb in ihnen Kristalle von hexagonalem Typ und
Kristalle, die splitterformig aussahen und in Biindeln zusammenlagen.
LinpNER (1954) kennzeichnete das isolierte Vitamin E-Mangelpigment
als ein polydisperses globulires Kolloid, dessen Primirteilchen sich
nicht darstellen lieBen.

Bei der Beurteilung der geschilderten Untersuchungen fillt auf, daf3
die gréften Schwierigkeiten schon bei der Isolierung liegen. Die Er-
gebnisse der chemischen Untersuchungen mufiten unvollstindig bleiben,
da die Pigmente mindestens eine Veridnderung ihres Eiweilbestand-
teiles erfahren hatten und die Fettkomponente durch die Behandlung
mit organischen Loésungsmitteln ganz verlorengegangen war. Aus-
sichtsreich kann aber eine chemische oder physikalische Untersuchung
der Pigmente nur dann sein, wenn von einem unverdnderten, rein dar-
gestellten Produkt ausgegangen werden kann.

Virchows. Arch, Bd., 327, 3a.
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Eigene Untersuehungen.

Auf Grund der vorangehenden Untersuchungsbefunde versuchten
wir daher, Lipofusein nach modernen Methoden zu isclieren, wie sie
bei Darstellung von Kernen, Mitochondrien und anderen Zellbestand-
teilen zum Zwecke physiologisch-chemischer Untersuchungen Anwen-
dung finden [K.LaNe¢ und G. SiEBERT (1955)]. Wir beschrinkten uns
dabei zundchst auf die Darstellung von Lipofuscin aus der Herzmusku-
latur. Die Ausarbeitung der Isolierungsmethode und die chemischen
Untersuchungen wurden im Physiologisch-Chemischen Institut der
Universitdt Mainz durchgefiihrt. Sie werden an anderer Stelle ausfiihr-
lich beschrieben. Herrn Prof. Lana sei auch an dieser Stelle fiir sein
groBes Entgegenkommen besonders gedanlkt.

Methodik der Isolierung.

Im Prinzip besteht der Isolierungsvorgang darin, daBl pigment-
haltige Herzmuskulatur von Fett und Bindegewebe befreit und in
einem ,,Starmix““-Apparat in einer Rohrzuckerlésung weitgehend
homogenisiert wird. Das Homogenat wird in einer Rohrzuckerlosung
mit diskontinuierlichem Dichtegradienten zentrifugiert. In einer be-
stimmten Schicht stellen sich die Lipofuseingranula ein und sind so
schon von grioberen Zellbestandteilen sowie von Hiémoglobin und Fett-
gewebe befreit. Diese lipofuscinhaltige Fraktion wird entnommen und
in Standzylindern, in denen sich 2 Zuckerlosungen verschiedener Kon-
zentration befinden, einer Spontansedimentation iiberlassen. Die Lipo-
fuscingranula haben im Gegensatz zu den meisten anderen Zellbestand-
teilen die Eigenschaft, aus 4%iger Rohrzuckerlosung nicht zu sedimen-
tieren. Es gelingt durch weiteres Zentrifugieren und Abtrennen, das
Lipofuscin aus dieser Schicht fast vollkommen frei von allen Verun-
reinigungen darzustellen. Nach Entfernung des Rohrzuckers durch
Spillen mit destilliertem Wasser trocknet das Pigment im Exsiccator
zu einer zusammenhingenden, schwarzbraunen Substanz ein. Die Aus-
beute betrigt bis zu 50 mg auf 100 g Frischgewebe.

Bei der Ausarbeitung der geschilderten Arbeitsgiinge machte die
sichere Wiedererkennung der Lipofuscingranula zunéchst einige Schwie-
rigkeiten. Sie gelang schliefilich einwandfrei, als wir getrocknete Ob-
jekttrigerausstriche der fraglichen Fraktionen 10 min mit einer 1:5000
verdiinnten Loésung von Neutralrot in physiologischer KochsalzlGsung
firbten und den Ausstrich mit Glyceringelatine und einem Deckglas
eindeckten, um stérende Lichtbrechungen zu vermeiden. Die rétlich-
braunen Lipofuscingranula treten dann deutlich hervor. Zur Beur-
teilung etwa vorhandener Verunreinigungen bewéhrte sich eine Gegen-
firbung mit Himatoxylin, das alle iibrigen Zellsubstanzen bliulich
farbt.

Der Gang der Isolierung sei noch durch die Abbildung von 3 Mikro-
photogrammen erldutert. Abb. 1 stellt einen Gefrierschnitt von lings-
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getroffener Herzmuskulatur dar, die mit Neutralrot gefirbt ist. Man
erkennt die Gruppen der meist rundlichen Lipofuscingranula, die iuxta-
nucleir in Kegelform gelagert sind. Kerne sind bei dieser Firbung
nicht zu sehen.

Die Abb. 2 zeigt einen neutralrotgefirbten Ausstrich von Material,
das nach 2 min langer Zerkleinerung im ,,Starmix“-Apparat gewonnen

Abb. 1. Lipofuscinreiche Herzmuskulatur. Farbung mit Neutralrot (500 x).

wurde. In den Zelliragmenten ist noch Lipofusein in Form von Kérnern
oder eckigen Schollen vorhanden. Zwischen den Zellresten liegen be-
reits freigewordene Pigmentgranula, die an ihrer dunklen Farbe zu er-
kennen sind. In Abb. 3 ist schlieBlich ein Ausstrich reiner, isolierter
Pigmentgranula dargestellt.

Ergebnisse der Untersuchungen an isoliertem Lipofusein.

Es wurde Lipofuscin untersucht, das aus 8 menschlichen Herzen
stammt, die ohne Beriicksichtigung des Alters oder einer Krankheit
ausgewdhlt wurden. Die Ergebnisse kénnen daher in etwa als Durch-
schnittswerte betrachtet werden. Zun#ichst sind einige allgemeinere
Eigenschaften zu beschreiben. Die Granula sind von einer auffallenden
mechanischen Festigkeit. Bei der Zerkleinerung im ,,Starmix‘‘-Apparat
werden Kerne, Myofibrillen und viele andere Zellelemente zerstort,
wihrend die Pigmentkérner unbeeinflufit bleiben. Sie haben ferner
ein relativ geringes spezifisches Gewicht. In einer 4 %igen Rohrzucker-
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Abb. 3. Isoliertes Lipofuscin. Neutralrotfirbung (500 x).
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losung sedimentieren die iibrigen Zellsubstanzen {iberwiegend spontan,
wogegen das Lipofuscin schweben bleibt. Schliefilich sind sie auch
gegeniiber chemischen Einflussen relativ resistent. Lipofuscinhaltiges
Gewebe kann man in der Kélte tagelang aufbewahren, ohne daf} sich
bei der Isolierung oder in den Versuchsergebnissen etwas dndert. Auch
kurzzeitige Erwirmungen, etwa im ,,Starmix*‘-Apparat auf 359, haben
keinen schidigenden Einfluf3.
Die weiteren Untersuchungen erfolgten auf 2 Wegen:

1. Mikroskopische Untersuchungen.

Dazu wurde Lipofuscin, bevor es eingetrocknet war, auf Objekt-
trigern ausgestrichen. Nach Trocknen an der Luft wurde der Aus-
strich ungefarbt oder gefirbt mit Glyceringelatine und einem Deckglas
eingedeckt. Lediglich beifluorescenzmikroskopischer Betrachtung wurden
uneingedeckte Objekttriger benutzt.

Die Granula haben die Form rundlicher Kérner oder eckiger Schollen.
Thre GroBe ist keineswegs einheitlich. Viele erscheinen grofBer als inner-
halb der Zelle, eine Erscheinung, die man an Ausstrichen hiufig beob-
achten kann. Die Pigmentschollen zeigen eine gelblich-braunliche
Eigenfarbe, manchmal mit einem Stich ins gelblich-griinliche. Sie sind
durchscheinend und véllig homogen. Auch mit der Olimmersion ist
weder eine Granulierung noch eine besondere Hiille zu erkennen. Sie
sind stark lichtbrechend, geben aber keine Doppelbrechung im polari-
sierten Licht. Im Fluorescenzmikroskop mit Filter-UV-Licht von Wellen-
langen zwischen 250 my und kurzwelligem Blau zeigt Lipofuscin eine
schwache, gelblich-braunliche Eigenfluorescenz. Die Wellenlinge des
Fluorescenzlichtes wurde mit dem Mikrospektrographen nach ENGEL-
MANN bestimmt und hatte Bandengrenzen zwischen 480 und 570 mp.
Das Maximum lag bei 525 mpy.

Die Granula nehmen Fettfarbstoffe wie Sudan IIT und Scharlach R
an. Die Farbtone waren jedoch ziemlich schwach. Mit Neutralrot firben
sie sich rotlich, mit Nilblausulfat blau, wobei letztere Férbung nach
Differenzierung in 1%iger Hssigsdure einen bldulich-griinlichen, etwas
schmutzigen Farbton annimmt. Nach Féirbung mit ZiEHL-NEELSENs
Carbol-Fuchsin erweisen sie sich als nicht sdurefest. Sie verlieren den
Farbstoff in Salzsiure-Alkohol innerhalb weniger Minuten. Mit Héma-
toxylin tingieren sie sich bldulich-grau. In unserem Material waren
celluldre Verunreinigungen, die durch ihre blaue Farbe hétten hervor-
treten miissen, praktisch nicht vorhanden.

Das isolierte Lipofuscin zeigt bei diesen Untersuchungen das gleiche
Verhalten wie innerhalb der Zelle. Die Farbreaktionen sind aber deut-
licher und iibersichtlicher. Die besondere Bedeutung der Ergebnisse
dieser mikroskopischen Untersuchungen liegt darin, daf sie die Iden-
titdt der isolierten Substanz mit Lipofuscin eindeutig beweisen.

Virchows Arch. Bd. 327. 8c
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2. Chemische Untersuchungent.

Der Gesamtfettgehalt von Lipofuscin wurde durch 3malige Ex-
traktion mit Broomscher Mischung (Alkohol-Ather 3:1) auf einem
siedenden Wasserbad unter dem Riickflulikiihler bestimmt. Er betrigt
fast 20% des Trockengewichtes. Nach Eindampfen des Losungsmittels
unter einem CO,-Strom bleibt eine braunliche fettige Substanz zuriick,
die zu etwa 80% in Petrolather 16slich ist. Der normale Fettgehalt von
Herzmuskulatur ist etwa von der gleichen Gré8enordnung. Fiir Rinder-
herz wird er mit 15,5—17,4% angegeben?.

Die Stickstoffbestimmung nach KJELDAHL ergibt fiir das Lipo-
fuscin einen Wert von 11,8%. Da beim Lipofuscin 20% seines Ge-
wichtes auf Lipid entfallen, hat der fettireie Riickstand einen Stick-
stoffgehalt von 14,7%. Er liegt also in der GréBenordnung des Stick-
stoffwertes fiir Eiweill, bei dem man mit einem Mittelwert von 16%
rechnet. ‘

Der Phosphorgehalt wurde nach Veraschung des Pigmentes photo-
metrisch bestimmt. Er betrigt 0,424%. Er ist etwas niedriger als in
der Herzmuskulatur, fir die ein.Phosphorgehalt von 0,513—1 069%,
bezogen auf Trockengewebe, angegeben wird.

Zum Schwefelnachweis wurde die Substanz durch metallisches
Natrium reduziert und Schwefel durch die Farbreaktion mit Natrium-
Nitroprussid nachzuweisen versucht. Die Reaktion verlduft stark
positiv. Das Pigment ist weder in S&ure noch in Lauge vollstdndig in
Losung zu bringen. Die Ergebnisse einiger qualitativer Reaktionen zum
Nachweis bestimmter Verbindungen oder chemisch aktiver Gruppen
sollen hier nicht einzeln angefithrt, sondern weiter unten gleich im Zu-
sammenhang diskutiert werden.

Von dem Hydrolysat wurde anschlieBend die UV-Absorptionskurve
zwischen den Wellenlingen von 220—360 my photometrisch aufge-
nommen. Das Maximum der Extinktion lag bei etwa 272 my und darf
auf das Vorhandensein von Benzolringen zuriickgefiihrt werden. In
Frage kommen hier in erster Linie die cyclischen Aminosduren Phenyl-
alanin, Tyrosin und Tryptophan, ferner aber auch Dopa und seine
Oxyderivate in Richtung auf die Melanine hin. Die Kurve ergab keine
Absorption im Bereich der Werte, die fiir Nucleinsdurebausteine cha-
rakteristisch wiren. Papierchromatographische Untersuchungen an
einem Hydrolysat [StEBERT, HEIDENREICH, BOHMIG, LANG (1955)]
zeigten das Vorhandensein der meisten fir ein EiweiB typischen Amino-

1 Es ist hier nicht moglich, die angewendeten chemischen Methoden in allen
Finzelheiten zu besprechen oder die ermittelten Kurven graphisch darzustellen.
Dariiber wird an anderer Stelle berichtet.

2 Alle Normalwerte fiic die Herzmuskulatur sind entnommen aus Hoppx-
SeYLER/THIERFELDER, Handbuch der physiologisch- und pathologisch-chemischen
Analyse. 10. Auflage, Bd. 5.
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sduren im Lipofuscin (zum Vergleich diente Casein). Dieser Befund
mahnt zu besonderer Reserve gegeniitber Angaben iiber Lipofuscin,
dag nach Einwirkung ei-

weillspaltender Fermente Tabelle 1.
1 . i s
gewonnen wurde (5. oben). | e | Aot
Die omorgam'scken Be- | Lipofuscin in % | Herzmuskel in %
standteile im  Lipofuscin : _
d ktrochemischi Mg | 01 —1 0,056 —0,135
Wur Bl’lSPe rochemiscnim Si 0,1 1 0,005 40’013
Quarzspektrographen von Ca 0,03 —0,3 0,018 —0,068
Al 0,01 —0,1 0,000225

ST:EII\THEIIj bestimmt. Das ou | 0001 —001
Prinzip dieses Nachweises Te \ 0,01 —90,1 0,0029—0,0072

besteht in der Aufnahme %’In O,OOOB—IO,OOI 0%1813151;
. . . n <0, X
d.es ultravioletten E@1s- Sn 2005 0.00535
sionsspektrums, das eine Cr < 0,03
Substanz im elektrischen Co < 0,001
Ni | <oo0l |

Lichtbogen aussendet. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammengestellt. Zur Orientierung
sind in ihr gleichzeitig die Normalwerte fiir Herzmuskulatur angegeben.
Diese beziehen sich auf menschliches Trockengewebe, mit Ausnahme
des Wertes fiir Eisen, der fiir frische Herzen von Hunden und Ratten
berechnet ist.

Die FKisenanalyse wurde erginzt durch die Eisenbestimmung im
veraschten Lipofuscin nach der Methode von Borrr. Es wurden in
5 mg Lipofuscin 1,56 ¢ Eisen bestimmt. Das sind 0,0312%. Die Ergeb-
nisse beider Eisennachweise stimmen gut tberein.

AbschlieBend wurden die analytischen Bestimmungen durch Fer-
mentuntersuchungen vervollstdndigt. Sie betreffen die Bestimmung
der Aktivitit von Proteasen (Kathepsin) und von Esterasen. Beide
Fermente zeichnen sich durch ihre Haltbarkeit und ihre relativ groBle
Resistenz gegeniiber autolytischen Prozessen aus. Fir ihre Erfassung
stehen empfindliche Methoden zur Verfiigung.

Das Kathepsin wird nachgewiesen, indem man das Ferment unter
definierten Bedingungen auf eine 5%ige Héamoglobinlosung einwirken
1a6t. (leichzeitig werden Kontrollen ohne Fermentquelle und ohne
Hémoglobin angesetzt, deren Werte spéter von dem des Vollansatzes
abgezogen werden. Zu verschiedenen Zeiten werden Proben aus den
Ansédtzen entnommen, die Fermentreaktion wird mit Trichloressigsiure
unterbrochen und das abgespaltete Tyrosin durch die Farbreaktion,
die es mit einem Phenolreagens gibt, photometrisch quantitativ be-
stimmt. Das Kathepsin, das in 20 mg Lipofuscin enthalten ist, spaltet
in 60 min 21 y, in 180 min 56 y Tyrosin aus 5%iger Hdmoglobinlésung
ab. Um vergleichbare Werte zu erhalten, mufl man das abgespaltene
Tyrosin auf Milligramm Stickstoff der untersuchten Substanz berechnen.
Das sind in 60 min 8,9y Tyrosin/mg N aus Lipofuscin und in 180 min
23,7y Tyrosin/mg N aus Lipofuscin. Die Kurve der Fermentaktivitdat
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zeigt einen annihernd linearen Anstieg. Zum Vergleich sei der Wert
der Kathepsinaktivitit im Pankreas angefithrt. Er betrigt 50—100 y
Tyrosin/mg N und Std. In Leber und Niere liegt er etwas tiefer, in der
Milz etwas hoher [Lang und SieBERT (1954)]. Die Fermentaktivitit im
Lipofuscin ist also etwa 10mal geringer als die im Pankreas.

Zur Bestimmung der Esterasen 1Bt man das Ferment unter defi-
nierten Bedingungen auf Phenolphthaleindibutyrat einwirken. Die ab-
gespaltene Menge Phenolphthalein ist ein Mal fir die Aktivitat des
Fermentes. Die Konzentration des Farbstoffes wird photometrisch be-
stimmt. Die Esterasen, die in 12 mg Lipofuscin enthalten sind, spalten
in 60 min 14,6 p, in 120 min 42,8 » Phenolphthalein ab. Das sind in
60 min 10,2 » Phenolphthalein/mg N aus Lipofuscin, in 120 min 29,9 v
Phenolphthalein/mg N. Zur Beurteilung der Esteraseaktivitit seien
ihre Werte in Schweinenieren- und Rattenleberhomogenaten angegeben.
Sie betragen 2,5 mg Phenolphthalein/mg N und Std im Nieren- bzw.
5,4 mg Phenolphthalein/mg N und Std im Leberhomogenat (Lawna,
SieBERT und JuNa). Im Lipofuscin ist die Esteraseaktivitdt mehrere
hundertmal geringer als in diesen Organen. ‘

Die Ursache fiir das Vorkommen hydrolytisch wirkender Enzyme
im Lipofuscin ist unklar. Alle morphologischen Untersuchungen am
isolierten Lipofuscin sprechen dagegen, dafl Verunreinigungen mit
fremden Gewebsbestandteilen dabei beteiligt sind. Vermutlich handelt
es sich um eine Adsorption von in den Herzmuskelzellen vorhandenem
Enzym an das Lipofuscin. Diese Frage muf in weiteren Untersuchungen
noch gekldrt werden.

Diskussion.

Unter Lipofuscin ist die Gesamtheit aller der Verbindungen zu ver-
stehen, die in Gestalt des Pigmentgranulums in der Zelle vorliegen. Eis
handelt sich also primidr beim Lipofuscin um einen morphologischen
Begriff. Daher ist es auch nicht moglich, bestimmten Bestandteilen
dieses Pigments eine mehr oder weniger grofe Bedeutung zuzumessen.
Durch morphologische Forschungen kann die Zusammensetzung des
Pigmentes nicht ergriindet werden. Auch histochemische Unter-
suchungen haben nur einen begrenzten Wert. Schon die Fixierung be-
deutet einen Eingriff in die Zellchemie. Der Nachweis einzelner Ver-
bindungen oder Radikale ist oft mit einer gewissen Unsicherheit in der
Deutung behaftet. Sobald es um quantitative Angaben geht, gleich-
giiltig ob es sich dabei um analytische Bestimmungen oder um die
Erfassung der Fermentaktivitit handelt, miissen an die Stelle subjek-
tiver Eindriicke exakt zu bestimmende Zahlenangaben treten. Aus
diesen Uberlegungen geht die groRe Bedeutung der chemischen Pig-
mentuntersuchung hervor. Voraussetzung dafiir ist, da die zu unter-
suchende Substanz rein und unverindert vorliegt. Ferner miuf sich
diese Substanz sicher mit dem Ausgangsmaterial in der Zelle identi-
fizieren lassen. Es liegt an der Eigenart der das Pigment aufbauenden,
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komplizierten organischen Verbindungen, daBl mit chemischen Iso-
lierungsmethoden diese Forderungen kaum zu erfiillen sind.

Die von uns zur Isolierung von Lipofuscin ausgearbeitete Methode
nutzt dagegen physikalische Eigenschaften der Pigmentgranula aus,
vor allem den Unterschied, der in der mechanischen Festigkeit und
im spezifischen Gewicht gegeniiber den anderen Zellbestandteilen be-
steht. Das Pigment wird in seiner urspriinglichen Morphe als Granulum
isoliert und kommt dabei nur mit wiBrigen Losungen einer apolaren,
vollig indifferenten Verbindung, dem Rohrzucker, in Berithrung. Die
Temperatur kann konstant um -5° gehalten werden. Lediglich der
osmotische Druck der Loésung wechselt zwischen hypertonischen und
hypotonen Werten. Durch mikroskopische Untersuchungen lassen sich
Identitdt und Reinheitsgrad bestimmen.

Welche Schliisse auf die Zusammensetzung von Lipofuscin kénnen
nun aus den chemischen Untersuchungen gezogen werden? Der Fett-
gehalt ist mit 20% unerwartet niedrig. Erstaunlich ist daher die Farb-
barkeit der Granula mit Fettfarbstoffen, die in unserem Material zwar
nicht sehr ausgeprigt, aber doch einwandfrei nachweisbar war. Es ist
nicht sehr wahrscheinlich, dafl das an einer besonderen Zusammen-
setzung des Fettanteiles liegt, da sich Neutralfette und Lipoide in
gleicher Weise anfirben. Fir die Ansicht von KUTSCHERA-AICHBERGEN
(1922), daB} das Fett eine dullere Hiille um den ,,Pigmentkern‘ bildet, 145t
sich kein Beweis erbringen. Die Frage mufl daher offen gelassen werden.

Der Stickstoffgehalt von Lipofuscin liegt gréBenordnungsmifBig im
Bereich von Eiweillen. Auch das fir Eiweifl typische Element, der
Schwefel, ist vorhanden. Er liegt nur in Spuren als anorganischer
Sulfatschwefel vor. Aus dem negativen Ausfall der Reaktion mit Na-
trium-Nitroprussid geht das Fehlen freier Sulthydrylgruppen hervor.
Im Lipofuscin kénnte der Schwefel also in der Bindung an Methionin
oder Cystin oder als Sulfonschwefel vorliegen.

Trotzdem kann es sich bei dem lipidfreien Rest des Pigmentes nicht
um ein typisches Eiweill handeln, da die Biuretreaktion negativ ver-
liuft. Besprechen wir nun die Bausteine, die diesen Kérper bilden. Wie
aus den Reaktionen mit Ninhydrin sowie besonders aus der Papier-
chromatographie hervorgeht, kommen in ithm Aminosiuren vor. Ferner
sind Verbindungen, die den Benzolring enthalten, nachweisbar. Dieser
Befund ist durch 2 Untersuchungen gesichert: durch die Ergebnisse
der UV-Absorptionskurve und durch den positiven Verlauf der Reak-
tion mit Phenolreagens. Ob es sich bei den Benzolabkémmlingen um
cyclische Aminosiuren, wie Tyrosin, oder eher um Dopa und seine
Oxyderivate in Richtung auf die Melanine hin handelt, ist zur Zeit nicht
zu entscheiden. Gegen das Vorhandensein von Melanin konnte der
negative Ausfall der THorMAnLSchen Reaktion angefiihrt werden. Bin-
dend ist eine solche SchluBifolgerung aber nicht, da diese Reaktion nur
sog. Melanogene, farblose Vorstufen von Melanin, erfaf3t.
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Gewisse andere Verbindungen lassen sich wiederum ausschlieSen.
Dazu gehéren solche, die in Nucleinsduren vorkommen. Nach dem Ver-
lauf der UV-Absorptionskurve zu schlieflen, fehlen Purinkérper. Aus
der negativen Phloroglucinprobe ergibt sich-die Abwesenheit von Pen-
tosen. Ferner kommen im Lipofuscin keine Indol- oder Pyrrolderivate
vor, was der Ausfall der Emrricaschen Reaktion beweist. Damit sind
auch besondere Beziehungen von Lipofuscin zu den Blut- und Gallen-
farbstotfen unwahrscheinlich.

Zusammenfassend 1a0t sich iiber den lipidfreien Restkérper von
Lipofuscin sagen, daf er neben relativ viel Stickstoff auch Schwefel,
Phosphor, Aminoséuren oder andere Stickstoifbasen und Benzolderi-
vate enthadlt. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um ein Protein
mit besonderen Eigenschaften.

Anorganische Bestandteile kommen im Lipofuscin etwa in der
gleichen Menge wie in der Herzmuskulatur vor. Ausnabmen bilden
dabei Silicium, Magnesium und Aluminium. Das Silicium kénnte,
wenigstens zum Teil, aus den verwendeten Glasgefifen stammen. Um
das auszuschliefen, miillite die Isolierung in Kunststoff- oder paraffi-
nierten GlasgefdBen erfolgen. Der Aluminium- und der Magnesiumgehalt
sind aber wohl als relativ hoch zu bezeichnen. Uber die Funktionen
dieser Metalle ist nicht allzuviel bekannt. Magnesium gehért zu den
lebenswichtigen Elementen und aktiviert Fermente, die den Phosphat-
umsatz katalytisch beeinflussen. Die Hohe des Eisenwertes wurde
durch 2 Methoden, die fibereinstimmende Werte ergaben, gesichert. Es
ist nicht moglich, aus dem Eisengehalt auf die endogene oder hémato-
gene Herkunft des Pigmentes zu schlieBen. Interessant ist er aber im
Hinblick auf den Ausfall histologischer Eisenuntersuchungen, etwa der
Turnbull- oder der Berliner-Blau-Reaktion. Als entscheidend fiir den Aus-
fall dieser Reaktion im Gewebe werden meist quantitative Unterschiede
hervorgehoben. ScrEwarz (1928) gibt als untere Grenze fiir das Er-
scheinen einer diffusen Blaufirbung einen Eisengehalt von 0,12% an.
Die Eisenreaktionen kénnen aber auch negativ verlaufen, wenn das
Eisen in nicht ionisierter Form vorliegt. Solches Eisen kann etwa durch
die Einwirkung von Halogenen [KockeL (1930)] teilweise ionisiert und
so dem histologischen Nachweis zugiinglich gemacht werden. OEBIKE
(1950) hat Lipofuscin mit solchen Methoden untersucht. Die Reaktion
verlief positiv bei Lipofuscin in der glatten Muskulatur, negativ in der
Prostata und in den Samenblasen. Er betonte, dall eine endgiiltige
Klirung nur durch den Eisennachweis in der Asche erbracht werden
konnte. Fiir das Lipofuscin des Herzmuskels kann festgestellt werden,
daB der Eisengehalt nur von der gleichen GréBenordnung wie in der
Herzmuskulatur selbst ist.

SchlieBlich konnten noch 2 Fermentgruppen, die Proteasen und
die Esterasen, im Lipofuscin erfaBt werden. Nach Oxydasen oder an-
deren ahnlich empfindlichen Fermenten wurde nicht gefahndet. Man
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hitte, um Aussicht auf Erfolg zu haben, von vornherein das methodi-
sche Vorgehen wesentlich anders gestalten miissen. Die beiden unter-
suchten Fermente zeigen einen etwa linearen Anstieg ihrer Wirkung in
bestimmten Zeiteinheiten, sind aber von geringer Aktivitdt. Riick-
schliisse auf die Bedeutung dieser Fermente im Lipofuscin sind kaum
zu ziehen, da ihre Stellung im Stoffwechselgeschehen auch sonst noch
nicht geniigend geklirt ist.

Welche Gesichtspunkte ergeben sich nun, wenn man die bestehen-
den Theorien iiber die Entstehung und Bedeutung von Lipofuscin an
Hand der vorliegenden Ergebnisse einer kritischen Betrachtung unter-
zieht ? Der geringe Fettgehalt und die Zusammensetzung des lipid-
freien Restes lassen besondere Beziehungen von Lipofuscin zum Fett-
stoffwechsel; wie sie Horcg (1912, 1921) vermutete, nicht erkennen. Lu-
BARSCH (1923) hielt Lipofuscin fiir ein Endprodukt des EiweiBstoff-
wechsels. Je mehr tber die komplizierten Vorgéinge im Zellstoffwechsel
bekanntgeworden ist, desto weniger berechtigt erscheint die Annahme
eines unabhingig voneinander verlaufenden Fett- oder EiweiBstoff-
wechsels. In neuerer Zeit hat OpsIRE (1950) das Lipofuscin als ein Pig-
ment bezeichnet, das nicht aus dem Zellstoffwechsel, sondern aus dem
Blut entsteht. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen lassen
aber besondere Beziehungen von Lipofuscin zum Blutfarbstoff nicht
erkennen. KEs besteht daher kein Grund, die alte Ansicht, daB das
Lipofuscin ein zelleigenes, endogen entstandenes Pigment ist, aufzu-
geben. Sehr schwierig ist die Frage nach einer funktionellen Bedeutung
von Lipofuscin fiir die Zelle, die Bémmie (1937) aufgeworfen hat, zu
beantworten, da es vorlaufig fiir sie kein sicheres Kriterium gibt. Auch
iiber die Beziehungen zwischen Lipofusein und den anderen endogenen
Pigmenten 148t sich vorerst nichts Sicheres aussagen.

So mull man feststellen, dafl die Kernfrage des Pathologen nach der
Bedeutung von Lipofuscin heute noch nicht beantwortet werden kann.
Unsere Kenntnisse vom normalen Stoffwechsel in der Zelle sind dafiir
noch zu gering. Durch die geschilderten neuen Arbeitsmethoden er-
geben sich aber gerade auf dem Gebiet der Pigmentforschung neue Mog-
lichkeiten.

Zusammenfassung.

1. Nach einer kritischen Betrachtung der heutigen Kenntnisse iiber
das Lipofuscin und einer Abwigung der einzelnen Untersuchungs-
methoden wird die besondere Bedeutung chemischer Untersuchungen
an isoliertem Lipofuscin hervorgehoben.

2. Es wird eine Methode zur Isolierung reinen, unverinderten Lipo-
fuscins aus Herzmuskulatur angegeben, die bestimmte physikalische
Higenschaften von Lipofuscin fiiv die Isolierung ausnutzt. Chemische
Methoden zur Isolierung erscheinen wenig geeignet, da durch sie das
Pigment denaturiert wird.
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3. Bei mikroskopischen Untersuchungen zeigt das isolierte Lipofusein
das gleiche optische und farberische Verhalten wie innerhalb der Zelle.
Es kann daher sicher identifiziert und auch in seinem Reinheitsgrad
beurteilt werden.

4. Die chemisch-analytischen Untersuchungen ergeben einen Lipid-
gehalt von 20%. Der Rest ist ein Korper, in dem Stickstotf, Phosphor,
Schwefel, Aminosduren (auch cyclische) oder andere stickstoffhaltige
Basen enthalten sind. Vermutlich handelt es sich bei ihm um ein Protein
mit besonderen Kigenschaften und mit einer Farbstoffkomponente.
Unter den anorganischen Bestandteilen fillt der relativ hohe Gehalt
an Magnesium und Aluminium auf.

5. Im Lipofuscin konnten 2 Fermente, die Protease und die Este-
_rase, nachgewiesen werden, deren Aktivitdt jedoch recht gering ist.
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