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Kenntnisse fiber das Lipofuscin k5nnen anf drei verschiedenen 
Wegen gewonnen werden. Zuniichst durch die morphologisehe Unter- 
suchung, die Aufschluf] fiber das Vorkommen und die Art der Lagerung 
gibt; ferner durch die Bestimmung des f~rberischen und histochemi- 
schen Verhaltens des Pigments und schlief~lich durch die Iso]ierung 
und die chemische Analyse. 

Die ersten morphologischen Untersuchungen liel3en den Eindruck 
entstehen, dall das Lipofuscin bei alten Leuten oder nach zehrenden 
Krankheiten vermehrt  auftr~te. Es wurde daher auch als Abnutzungs- 
oder Alterspigment bezeichnet, beides Namen, die eine pathologische 
Komponente  in den Begriff hineintragen. Als erster hat aber )/[AASS 
(1889) hervorgehoben, dal~ dieses Pigment bereits in frfiher Kindheit  
zu linden ist. I t .  M~LLER (1935) fand Lipofuscin in der Herzmusku- 
]atur schon regelmgl~ig in den ersten Lebensmonaten. I m  spiiteren 
Lebensalter steigt der Pigmentgehalt  an, um in der Mitte der zwanziger 
Jahre den hSchsten Wert  zu erreichen und sp~ter wieder abzusinken. 
Bei Kranken land sich eher weniger Pigment als bei Gesunden. v. FINK 
(1936) konnte feststellen, daf~ die Herzmusku]atur yon Tieren, die in 
einer Lauftrommel trainiert worden waren, mehr Lipofuscin enthielt, 
als solche untrainierter Kontrolltiere. Eine Vermehrung yon Lipo- 
fuscin war sehon nach 4stfindiger Versuchsdauer nachweisbar. Zu ent- 
spreehenden Ergebnissen kam K~Y (1937) bei Untersuehungen an der 
Skeletmuskulatur. Bewegungsmuskulatur enthielt mehr Pigment a]s 
die sog. Haltemuskulatur.  Auffallend gering war der Lipofuscingehalt 
geliihmter, atrophischer Muskeln. U~L~BROOCK und B6HMm (1937) 
untersuchten das gegenseitige Verhalten yon Lipofuscin und Ascorbin- 
s~ure in verschiedenen Schichten des tIerzmuskels. Sie konnten naeh- 
weisen, daf~ sieh die Lipofuscin- zu den Vitaminmengen umgekehrt  pro- 
portional verhielten. Die Auswertung der geschilderten Ergebnisse 
fiihrte B6~MIG (1937) zu der Vermutung, dab das Lipofuscin eine funk- 
tionelle Bedeutung ffir den Stoffwechsel der Muskelzelle haben kSnnte. 
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Das Vorkommen yon Lipofusein in der Leber zeigt gewisse Par- 
allelen. BAC~MA~N (1953) konnte dureh die Untersuehung einer grogen 
Zahl friseher Leberpunktate ein deutlieh altersabh~ngiges Auftreten 
yon Pigment in der Leber naehweisen, wobei die hSehsten Werte in 
der Altersgruppe yon 10--19 Jahren lagen. Unabhangig vom Alter 
war es bei Ur~miekranken vermehrt, bei Lebereirrhosen und Hepati- 
tiden dagegen vermindert. Dutch Untersuehung desselben Patienten 
zu versehiedenen Zeiten konnte er das Auftreten bzw. das Versehwinden 
yon Lipofusein innerhalb weniger Monate beobaehten. 

Auf eine Seh~derigkeit bei Lipofuseinuntersuehungen mug noeh 
hingewiesen werden. ,Dureh Forsehungen amerikaniseher Autoren sind 
Pigmente bekannt geworden, die dem Lipofusein sehr ahnlieh sind 
und aueh an den gleiehen Stellen vorkommen kSnnen, obwohl sie 
sieherlieh eine andere Genese und Bedeutung haben. Es handelt sieh 
dabei um das Ceroid und das Vitamin E-Mangelpigment. ])as als 
Ceroid, also Ms waehs~hnlieh, bezeiehnete Pigment ist besonders yon 
LILLIE nnd seinen Mitarbeitern (I911) untersueht worden. Es wurde zu- 
erst in Lebern yon Ratten, die eine Eiweigmangelnahrung erhalten hatten~ 
entdeekt. BOCR~ER (1917) und K OE~ (19~7) haben bei ihren Unter- 
suehungen fiber die Hepatitis epidemiea in vergrSgerten v. K~:~FER- 
sehen Sternzellen ein feink6rniges, gelbliehes Pigment besehrieben, das 
sie als Zellzerfallspigment aus untergegangenen Leberzellen deuteten 
und als Lipofusein bezeiehneten. HA~ERL beobaehtete in vielen Or- 
ganen, unter anderem aueh in gesunden Lebern, ganz iihnliehe, mit 
einem gelbliehen Pigment beladene Zellen, die er wegen ihrer Fluores- 
eenz im nltravioletten Lieht Ms Fluoroeyten bezeiehnete. Das Pig- 
ment hielt er am ehesten noeh fiir H~mofusein. In einer spateren 
Arbeit aus seinem Insti tut  hielt R. SoJ~II)T (1953) dieses Pigment 
jedoeh f/it Ceroid. 

In der Muskulatur ist es in erster Linie das Vitamin E-Mangelpig- 
ment, das sehwer vom Lipofusein abzugrenzen ist. Es wurde zuerst 
yon MarTIN und MOORE (1936) bei vitamin-E-frei ern~hrten l~atten 
beobaehtet. Vitamin E-Mangelpigment tr i t t  in vielen Organen und 
Geweben, besonders abet in der gesamten glatten, quergestreiften und 
Herzmuskulatur auf. Ein Beispiel f/it die Sehwierigkeit der Abgrenzung 
gegen Lil0ofusein geben die Befunde yon MAsox und TELFO~D (1947) 
bei vitamin-E-frei ernahrten Affen. Sie beobaehteten in deren Herz- 
muskulatur braune, den Zellkernen benaehbart liegende Pigment- 
granula und deuteten sie als Vitamin E-Mangelloigment. Bei Mensehen 
konnte dieses Pigment bisher allerdings nieht sieher naehgewiesen 
werden. 

Dutch morphologisehe Untersuehungen sind diese Verh/~ltnisse 
offenbar nieht zu kl~ren. Seit langem wurde daher besonderer Weft 
auf die tteranziehung fiirberischer und histochemischer Methoden gelegt. 

Virchows Arch. Bd. 327. 
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Grundlegende Untersuchungen auf diesem Gebiet stammen yon ttUECK 
(1912, 1921). Er beschrieb das ,,fetthaltige Abnutzungspigment" als 
unl6slich in S~uren und Alkalien und als teilweise 15slieh in Fettl6sungs- 
mitteln. Naeh seinen Untersuehungen wa r  es, wenn aueh nieht ganz 
regelmiil~ig, durch Fettfarbstoffe wie Sudan I I I  und Scharlaeh 1% f~rb- 
bar und nahm basische Farbstoffe wie Neutra]rot und Nilblausulfat 
an. Durch ,,Bleiehungsmittel" wie H~O 2 wurde es langsam geb]eicht. 
Eisenf~rbungen verliefen negativ, ebensowenig lieB sich das Lipo- 
fuscin versilbern. Er hielt es fiir abgrenzbar gegeniiber Melanin, da 
dieses sich nieht mit basischen oder Fettfarbstoffen anf~rbte, sieh da- 
for aber regelm~gig versilbern ]ieB. HUECK (1912) spraeh sieh auf 
Grund seiner Untersuehungen fiir die M6gliehkeit aus, dab das Lipo- 
fusein aus dem Fettstoffweehsel entstehe, wiihrend er das Melanin 
fiir ein Produkt des Eiweigabbaues hielt. Diesen Feststellungen ist 
vielfach widersproehen worden. SCtIMIDTlVI:ANN [zit. nach L~rB~RSCII 
(1922)] betonte, daft Fettf~rbungen am Lipoiuscin in vielen Fg]len 
negativ verliefen und hielt daher d~s Fet t  for eine Beimengung mehr 
0der weniger zufiilliger Natur. KUTSCtIERA-AIcItBERGEN (1922) gelang 
die Versilberung aueh des Lipofuseins, am besten in entfetteten Pr~pa- 
raten. Er  hielt eine Zusammenfassung der beiden autogenen Pigmente 
Lipofuscin und Melanin unter den Begrifi Melanin fiir bereehtigt, da 
sic die gleichen Reaktionen g~iben. Lu~A~se~ (1902, 1922) kam zu 
~hnlichen Ergebnissen und betrachtete beide Ms ,,proteinogene" Pig- 
mente. Von ihm stammt der Name Abbaupigment. Diese Zusammen- 
fassnng erscheint abet heute doeh Ms zu weitgehend. Sehon KSNIo 
(1926) wies ausdriieklieh auf den Untersehied in der F~rbbarkeit durch 
basisehe Farbstofie bin. Auf eine weitere UnterscheidungsmSgliehkeit 
maehte HAMP]~RL (1934) auf Grund seiner fluorescenzmikroskopischen 
Untersuehungen an mensch]ichen Geweben aufmerksam. Lipofuscin 
zeigte niim]ich eine ge]bbraune Eigenfluorescenz, die dem Melanin vol]- 
stiindig abging. Melanin d~gegen absorbierte ultraviolettes Licht, was 
er fiir bedeutsam hie]t, da so die tieferen Schichten der Haut  vor der 
Einwlrkung yon UV-Lieht geschiitzt wtirden. 

Noch schwieriger Ms gegen Melanin ist die Abgrenzung yon Lipo- 
fuscin gegen Ceroid und Vitamin E-Mangelpigment. Die I~rberischen 
Eigensehaften des Ceroids sind y o n  ENDICOTT und  LILLIE (1944~) zu- 
sammengestellt worden. Nach ihrer Besehreibung gibt das Ceroid 
alle Reaktionen, die weiter oben bei der Bespreehung yon Lipofusein 
angefiihrt worden sind. Zum Unterschied gegeniiber Lipofuscin war 
das Ceroid aber nach einer F~rbung mit ZIgHL-NEELS~Ns Carbol- 
Fuchsin sgurefest. Sehlieglich kann aueh die Perj0dsi~ure-Leuko- 
fuehsinmethode zur Unterseheidung beider Pigmente mit her~ngezogen 
werden. Fast ausgeschlossen scheint nach ihrem f~rberisehen Verhalten 
dagegen die Unterseheidung zwischen Ceroid und Vitamin E-Mangel- 
pigment zu sein [PAPI'F~I~EI~E~ und VICTO~ (1946)]. 
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LZberblickt man die Ergebnisse, die durch solehe fgrberischen und 
histoehemisehen Methoden gewonnen worden sind, so ergibt sich, dM3 
ihnen eine gewisse ]3edeutnng fiir die Abgrenzung der Pigmente zu- 
kommt. Uber die ehemisehe Zusammensetzung yon Lipofusein ist 
aber mit diesen Methoden nichts Sicheres zu erfahren. 

Man hat daher versucht, das Lipofuscin chemisch zu anMysieren. 
Voraussetzung dafiir ist, dM~ das Pigment isoliert vorliegt. B ~ A ~  und 
SOH~mCMA~N (1920, 1922) isolierten Lipofuscin und Melanin naeh 
Methoden, die SALI~OWSKI (1920) ausgearbeitet hat. Sie bestanden im 
Prinzip darin, dM3 pigmenthMtiges, zerkleinertes Gewebe so l~nge 
einer SMzsgure-Pepsinl6sung ausgesetzt wurde, bis Mles Eiweil3 ver- 
daut war. Der Filterriickstand wurde mit Alkohol, Ather und Eisessig 
behanddt,  dann in L~uge gelSst und sehliel31ich mit S~ure gef~llt. Die 
ElementaranMyse der so gewonnenen Substanzen ergab iibereinstim- 
mende Werte. Da diese sich auch nach Farbe und L6slichkeit nicht 
unterscheiden, zogen die Untersucher den Schluf3, dM3 man so dar- 
gestelltes Lipofusein und Melanin miteinander identifizieren k6nnte. 

Aueh das Vitamin E-Mangelpigment ist auf ehemisehem Weg iso- 
liert worden. Die yon ~ f o o ~  und WAnG (1947) angegebene Methode 
ghnelt derjenigen yon ROSE~F~LD (1901) zur Isolierung yon Hgmo- 
fuscin. Aueh diese Methode war sehr eingreifend und ging yon einer 
Hydrolyse des Gewebes mit Bariumhydroxyd aus. Isolierungsversuche 
yon Ceroid, die yon E~I)Ico~T und LILLIE (1944) beschrieben wurden, 
waren etwas schonsamer. Sic gingen yon formolfixiertem Lebergewebe 
aus. Chemisehe AnMysen des Ceroids sind yon ihnen anscheinend 
nicht ausgefiihrt worden. 

So isolierte Pigmente sind auch elektronenmikroskopiseh erforscht 
worden. 8 o n ~ n ) ~  (1949) untersuchte isoliertes Lipofuscin und 
Melanin. Sie betraehtete beide Pigmente Ms Melanine verschiedener 
t-Ierkunft und beschrieb in ihnen KristMle yon hexagonMem Typ und 
KristMle, die splitterfSrmig aussahen und in Biindeln zusammenlagen. 
L~XDr (1954) kennzeiehnete das isolierte Vitamin E-Mangelpigment 
Ms ein polydisperses globulgres Kolloid, dessen Primiirteilehen sich 
nicht darstellen liel3en. 

Bei der ]3eurteilung der geschilderten Untersuchungen fgllt ~uf, dM~ 
die grSBten 8chwierigkeiten schon bei der Isolierung liegen. Die Er- 
gebnisse der chemischen Untersuehungen mul3ten unvollstgndig bleiben, 
da die Pigmente mindestens eine Vergnderung ihres Eiweil3bestand- 
teiles erfahren hatten und die Fettkomponente dureh die Behandlung 
mit organischen L6sungsmitteln ganz verlorengegangen war. Aus- 
siehtsreich kann aber eine chemische oder physikMische Untersuehung 
der Pigmente nur dann sein, wenn yon einem unvergnderten, rein dar- 
gestellten Produkt ausgegangen werden kunn. 

Virchow~ Arch, ]3d, 327. 8~ 



116 OTTO H]~IDENI~]~IOtI und GUNTItEI~ SIEBERT: 

Eigene Untersuehungen. 
Anf Grund der vorangehenden Untersuchungsbefunde versuchten 

wir daher, Lipofuscin nach Inodernen Methoden zu iso]ieren, wie sie 
bei Darstellung yon Kernen, Mitochondrien und anderen Zellbestand- 
teilen zum Zwecke physiologisch-chemischer Untersuchungen Anwen- 
dung linden [K. LA~IG und G. SIEBEI~T (1955)]. Wit beschr~nkten uns 
dabei zun~chst auf die Darstellung von Lipofuscin aus der ]-Ierzmusku- 
latur. Die Ausarbeitung der Isolierungsmethode und die chemischen 
Untersuchungen wurden im Physiologisch-Chemischen Institut der 
Universit~it Mainz durchgefiihrt: Sie werden an anderer Stelle ausfiihr- 
lich beschrieben. Herrn Prof. LA~G sei auch an dieser Stelle fiir sein 
grol~es Entgegenkommen besonders gedankt. 

Methodik der Isolierung. 
Im Prinzip besteht der Isolierungsvorgang darin, dal~ pigment- 

haltige Herzmuskulatur you Fett und Bindegewebe befreit und in 
einem ,,Starmix"-Apparat in einer l~ohrzuckerlSsung weitgehend 
homogenisiert wird. Das Homogenat wird in einer l~ohrzuckerlSsung 
mit diskontinuier]ichem Dichtegradienten zentrifugiert. In oiner be- 
stimmten Schicht stellen sich die Lipofuscingranula ein und sind so 
schon yon grSberen Zellbestandteilen sowie yon I-I~moglobin ulld Fett- 
gewebe befreit. Diese lipofuscinhaltige Fraktion wird entnommen und 
in Standzylindern, in denen sich 2 ZuckerlSsungen verschiedener Kon- 
zentration befinden, einer Spontansedimentation iiberlassen. Die Lipo- 
fuscingranula haben im Gegensatz zu den moisten anderen Zellbestand- 
teflon die Eigenschaft, aus 4%iger Rohrzucker]Ssung nieht zu sedimen- 
tieren. Es ge]ingt durch weiteres Zentrifugieren und Abtrennen, das 
Lip0fuscin aus dieser Schicht fast vollkommen frei yon allen Verun- 
reinigungen darzustellen, l~ach Entfernung des l%ohrzuckers durch 
Spiilen mit destilliertem Wasser trocknet das Pigment im Exsiccator 
zu einer zusammenh~Lngenden, schwarzbrannen Substanz ein. Die Aus- 
beute betr~gt bis zu 50 mg auf 100 g Frischgewebe. 

B e i d e r  Ausarbeitung der geschilderten Arbeitsg~Lnge machte die 
sichere Wiedererkennung der Lipofuscingranula zuniichst einige Schwie- 
rigkeiten. Sie gelang schlieftlich einwandfrei, als wir getrocknete Ob- 
jekttr~gerausstriche der fraglichen ~raktionen 10 rain mit einer 1:5000 
verdfinnten LSsung yon l~eutralrot in physiologischer Kochsalz]6sung 
f~Lrbten und den Ausstrich mit Glyceringelatine und einem Deckglas 
eindeckten, um stSrende Lichtbrechungen zu vermeiden. Die rStlich- 
braunen Lipofuscingranula treten dann deutlich horror. Zur Beur- 
teilung etwa vorhandener Verunreinigungen bew~Lhrte sich eine Gegen- 
f~rbung mit H~matoxylin, das allo iibrigen Zellsubstanzen bls 
f~rbt. 

Der Gang der Isolierung sei noeh durch die Abbildung yon 3 Mikro- 
photogrammen erlgutert. Abb. 1 stellt einen Gefrierschnitt yon ]~ngs- 
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getroffener Herzmuskulatur d~r, die mit Neutralrot gef~rbt ist. Man 
erkennt die Gruppen der meist rundliehen Lipofuscingranula, die iuxta- 
nuclegr in Kegelform gelagert sind. Kerne sind bei dieser F~rbung 
nicht zu sehen. 

Die Abb. 2 zeigt einen neutralrotgef~rbten Ausstrich yon Material, 
das naeh 2 min langer Zerkleinerung im , ,Starmix"-Apparat gewonnen 

Abb. 1. Lipos ] : lerzmuskulatur .  Ffirbung mi t  Neut ra l ro t  (500 x ). 

wurde. In den Zellfragmenten ist noch Lipo~uscin in Form yon KSrnern 
oder eckigen Sehollen vorhanden. Zwischen den Zellresten liegen be- 
reits freigewordene Pigmentgranula, die an ihrer dunklen Farbe zu er- 
kennen sind. In Abb. 3 ist schliel~lich ein Ausstrich reiner, Jsolierter 
Pigme~ltgranula dargestellt. 

t~rgebnisse der Untersuehungen an isoliertem Lipofuscin. 

Es wurde Lipofuscin untersueht, das aus 8 menschlichen Herzen 
stammt, die ohne Berficksichtigung des Alters oder einer Krankheit  
ausgew~hlt wurden. Die Ergebnisse kSnnen daher in etwa als Dureh- 
schnittswerte betraehtet werden. Zun~chst sind einige al]gemeinere 
Eigenschaften zu beschreiben. Die Granula sind yon einer auffal]enden 
meehanisehen Festigkeit. Bei der Zerkleinerung im , ,Starmix"-Apparat 
werden Kerne, Myofibrillen und vie]e andere Ze]lelemente zerstSrt, 
w~hrend die PigmentkSrner unbeeinflu6t bleiben. Sie haben ferner 
ein relativ geringes spezifisehes Gewicht. In einer 4%igen t~ohrzucker- 
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Abb. 2. Objekttr~gerausstrich eines Herzmuskelhonlogenates. Neutralrotf~rbung (500 • ). 

Abb. 3. Isoliertes Lipofuscin. Nentralrotf~rbung (500 • 
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15sung sedimentieren die iibrigen Zellsubstanzen iiberwiegend spontan, 
wogegen das Lipofusein sehweben bleibt. Sehlieglieh sind sie aueh 
gegeniiber ehemisehen Einflfissen relativ resistent. Lipofuseinhaltiges 
Gewebe kann man in der Kglte tagelang aufbewahren, ohne dal3 sieh 
bei der Isolierung oder in den Versuehsergebnissen etwas ~ndert. Aueh 
kurzzeitige Erw~rmungen, etwa im ,,Starmix"-Alaparat auf 350, haben 
keinen sehgdigenden Einflug. 

Die weiteren Untersuehungen erfolgten auf 2 Wegen: 

1. Mikroakopische Untersuchungen. 
Dazu wurde Lipofusoin, bevor es eingetrocknet war, auf Obiekt- 

trggern ausgestrichen. Nach Trooknen an der Luft wurde der Aus- 
strich ungefiirbt oder gefgrbt mit Glyeeringelatine und einem Deekglas 
eingedeekt. Lediglieh beifluoreseenzmikroskopiseher Betraehtung ~vurden 
uneingedeokte Objekttrgger benutzt. 

Die Granula haben die Form rundlioher K6rner oder eekiger Sehollen. 
Ihre GrSl3e ist keineswegs einheithch. Viele erseheinen grSfter als inner- 
halb der Zelle, eine Erseheinung, die man an Ausstriehen hgufig beob- 
achten kann. Die Pigmentsehollen zeigen eine gelblich-briiunliehe 
Eigenfarbe, manehmal mit einem Stich ins gelblieh-grtinliche. Sie sind 
durchseheinend und vSllig homogen, Aueh mit der ~)limmersion ist 
weder eine Granulierung noeh eine besondere Itiille zu erkennen. Sie 
sind stark liehtbreehend, geben aber keine Doppelbreehung im polari- 
sierten Lieht. Im Fluoreseenzmikroskop mit Filter-UV-Lieht vonWellen- 
l&ngen zwisehen 250 m# und kurzwelligem Blau zeigt Lipofusein eine 
sehwaehe, gelblieh-brgunliehe Eigenfluorescenz. Die Wellenlgnge des 
Fluoreseenzliehtes wurde mit dem Mikrospektrographen naeh EXGEL- 
~A~X bestimmt und hatte Bandengrenzen zwisohen r und 570 m#. 
Das Maximum lag bei 525 m#. 

Die Granula nehmen Fettfarbstoffe wie Sudan I I I  und Seharlaeh I~ 
an. Die FarbtSne waren jedoeh ziemlieh schwaeh. Mit Neutralrot fgrben 
sie sich rStlieh, mit Nilblausulfat blau, wobei letztere Fgrbung nach 
Differenzierung in 1%iger Essigsgure einen blgulieh-griinliehen, etwas 
sehmutzigen Farbton annimmt. Naeh lq'grbung mit ZIEgL-NEELSENs 
Carbol-Fuehsin erweisen sie sieh aIs nieht sgurefest. Sie verlieren den 
Farbstoff in Salzsgure-Alkohol innerhatb weniger Minuten. Mit Hgma- 
toxylin tingieren sie sieh blgulieh-grau. In unserem Material waren 
oellulgre Verunreinigungen, die dureh ihre blaue Farbe h/~tten hervor- 
treten mfissen, praktiseh nicht vorhanden. 

Das isolierte Lipofuscin zeigt bei diesen Untersuehungen das gleiehe 
Verhalten wie innerhalb der Zelle. Die Farbreaktionen sind aber deut- 
lieher und tibersichtlieher. Die besondere Bedeutung der Ergebnisse 
dieser mikroskopisehen Untersuchungen liegt darin, dab sie die Iden- 
titiit der isolierten Substanz mit Lipofusein eindeutig beweisen. 

Virchows Arch. ]3d. 327. 80 
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2. Chemische Untersuchungen 1. 

Der Gesamt~ettgehMt yon Lipofuscin wurde durch 3mMige Ex- 
traktion mit BLoo~soher Misehung (Alkohol-~ther 3:1) auf einem 
siedenden Wasserbad unter dem l%iickfluBkiihler bestimmt. Er  betr~gt 
fast 20% des Troekengewiehtes. Nach Eindampfen des L5sungsmittels 
unter einem CO2-Strom bleibt eine briiunliehe fettige Substanz zuriick, 
die zu etwa 80 % in Petroliither 15slich ist. Der normMe FettgehMt yon 
Herzmuskulutur ist etwa yon der gleiehen Gr5geno~dnung. Ffir Rinder- 
herz wird er mit 15,5--17,4% angegebenK 

Die Stickstoffbestimmung naeh KJELDA~L ergibt ffir das Lipo- 
fusein einen Weft  yon 11,8%. Da beim Lipofusein 20% seines Ge- 
wiehtes auf Lipid entfMlen, hat der fettfreie Riiekstand einen Stick- 
stoffgehalt yon 14,7 %. Er  liegt also in der GrSgenordnung des Stick- 
stoffwertes fiir EiweiB, bei dem man mit einem Mittelwert yon 16% 
rechnet. 

Der PhosphorgehMt wurde nach Verasehung des Pigmentes photo- 
metrisch bestimmt. Er  betr~gt 0,424 %. Er  ist etwas niedriger Ms in 
der tterzmuskulatur, fiir die ein PhosphorgehMt yon 0,513--1,069%, 
bezogen auf Troekengewebe, angegeben wird. 

Zum Schwdelnuehweis wurde die Substanz durch metMlisehes 
Natrium reduziert und Schwefel durch die Farbreaktion mit Nutrium- 
Nitroprussid naehzuweisen versucht. Die l%eaktion verl~uft stark 
positiv. Das Pigment ist weder in S~ure noch in Lauge vollst~ndig in 
LSsung zu bringen. Die Ergebnisse einiger quMitativer Reaktionen zum 
Naehweis bestimmter Verbindungen oder chemisch aktiver Grupp'en 
sollen hier nieht einzeln angeffihrt, sondern welter unten gleich im Zu- 
sammenhang diskutiert werden. 

Von dem Hydrolysat  wurde ansehHeBend die UV-Absorptionskurve 
zwisehen den Wellenl~ngen yon 220--360 m# photometriseh aufge- 
nommen. Das Maximum der Extinktion lag bei etwa 272 m# und darf 
auf das Vorhandensein yon Benzolringen zuriickgeffihrt werden. In 
Frage kommen hier in erster Linie die eyc]isehen Aminos~uren Phenyl- 
Manin, Tyrosin und Tryptophan, ferner aber auch Dopu und seine 
Oxyderivate in Richtung uuf die Melanine him Die Kurve ergab keine 
Absorption im Bereich der Werte, die fiir Nucleins~urebausteine eha- 
rakteristisch w~ren. Pupierchromatogr~phisehe Untersuehungen an 
einem Hydrolysut [SI~B~aT, HEIDE~aEICH, BSH~m, LA~G (1955)] 
zeigten das Vorhandensein der meisten fiir ein Eiweig typischen Amino- 

1 Es ist hier nicht mSglich, die angewendeten chemischen Methoden in allen 
Einzelheiten zu bespreehen oder die ermittelten Kurven graphiseh darzuste]len. 
Darfiber wird an anderer Stelle beriehtet. 

Alle NormMwerte fiir die tIerzmuskulatur sind entnommen aus HOPP~- 
SEYLE~]Tm~,R~EU)E~, IIandbuch der physiologiseh- und p~thologiseh-chemisehen 
Analyse. 10. Autlage, Bd. 5. 
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sguren im Lipofusein (zum Vergleieh diente Casein). Dieser Befund 
mahnt  zu besonderer Reserve gegenfiber Angaben fiber Lipofuscin, 
das naeh Einwirkung ei- 
weigspaltender Fermente 
gewonnen wurde (s. oben). 

Die anorganischen Be- 
standteile im Lipofusein 

Wig 
wurden spektroehemiseh im Si 
Quarzspektrographen von C~ 
STEINttEI]L bestimmt. ])as A1 

Cu 
Prinzip dieses Nachweises Fe 
besteht in der Aufnahme ~n  
des ultravioletten Emis- Zn Sn 
sionsspektrums, das eine Cr 
Substanz im elektrisehen Co 

Ni Liehtbogen aussendet. Die 

Tabdle 1. 

Anorg~nisch9 Anorganische 
Element Bestalldteile im 13estandteile im 

Lipofuscin  in  % l:ierzmuskel in % 

0,1 --1 
0,1 --1 
0,03 --0,3 
0,01 --0,1 
0,001 --0,01 
0,01 ---0,1 
0,0001--0,001 

<0,1 
< 0,05 
< 0,03 
< 0,001 
< 0,001 

0,056 --0,135 
0,005 --0,013 
0,018 --0,068 

0,000225 

0,0029--0,0072 
Spur 

0,0033 
0,00535 

Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengestellt. Zur Orientierung 
sind in ihr gleichzeitig die Normalwerte fiir Herzmuskulatur  angegeben. 
Diese beziehen sieh auf menschliehes Troekengewebe, mit  Ausnahme 
des Wertes ftir Eisen, der ffir frisehe Herzen yon Hunden und Rat ten  
bereehnet ist. 

Die Eisenanalyse wurde erg~nzt durch die Eisenbestimmung im 
verasehten Lipofusein naeh der Methode yon BOWEL. Es wurden in 
5 mg Lipofusein 1,56 7 Eisen bestimmt. Das sind 0,0312 %. Die Ergeb- 
nisse beider Eisennachweise st immen gut iiberein. 

Absehliegend wurden die analytisehen Bestimmungen dutch Fer- 
mentuntersuchungen vervollst~ndigt. Sie betreffen die Bestimmung 
der Aktivit~tt yon Proteasen (Kathepsin) und yon Esterasen. Beide 
Fermente zeiehnen sieh dureh ihre HMtbarkeit  und ihre relativ groBe 
Resistenz gegenfiber autolytisehen Prozessen aus. Ffir ihre Erfassung 
stehen empfindliche Methoden zur Verfiigung. 

Das Kathepsin wird naehgewiesen, indem man das Ferment  unter 
definierten Bedingungen auf eine 5%ige Hgmoglobinl6sung einwirken 
l~gt. Gleichzeitig werden Kontrollen ohne Fermentquelle und ohne 
H~moglobin angesetzt, deren Werte sparer von dem des Vollansatzes 
abgezogen werden. Zu versehiedenen Zeiten werden Proben aus den 
Ans~tzen entnommen, die l%rmentreaktion wird mit Triehloressigs~ure 
unterbroehen und das abgespaltete Tyrosin dutch die Farbreaktion, 
die es mit  einem Phenolre~gens gibt, photometriseh quanti tat iv be- 
stimmt. Das Kathepsin, das in 20 mg Lipofusein enthalten ist, spaltet 
in 60 min 21 7, in 180 min 56 7 Tyrosin aus 5%iger tI~moglobinlSsung 
ab. Um vergleiehbare Werte zu erhalten, mug man das abgespaltene 
Tyrosin auf Milligramm Stiekstoff der untersuehten Substanz bereehnen. 
Das sind in 60 rain 8,9 7 Tyrosin/mg N aus Lipofusein und in 180 min 
23,7 7 Tyrosin/mg N aus Lil0ofusein. Die Kurve der Fermentaktivit / / t  



122 OTTO HEIDENREICtt und ~UNTHER ~IEBEI%T: 

zeigt einen ann~ihernd linearen Anstieg. Zum Vergleich sei der Wert 
der Kathepsinaktivit~t im Pankreas angefiihrt. Er  betrggt 50--100 y 
Tyrosin/mg 19 und Std. In Leber und Niere liegt er etwas tiefer, in der 
Milz etwas hSher [LA~a und SIEBE~T (1954)]. Die Fermentaktivitgt  im 
Lipofuscin ist also etwa 10real geringer Ms die im Pankreas. 

Zur Bestimmung der Esterasen lg[tt man das Ferment unter deft- 
nierten Bedingungen auf Phenolphthaleindibutyrat einwirken. Die ab- 
gespaltene Menge Phenolphthalein ist ein Mal~ ffir die Aktivitgt des 
Fermentes. Die Konzentration des Farbstoffes wird photometriseh be- 
stimmt. Die Esterasen, die in 12 mg Lipofuscin enthalten sind, spalten 
in 60 rain 14,6 y, in 120 rain 42,8 y Phenolphthalein ab. Das sind in 
60 rain 10,2 y Phenolphthalein/mg N aus Lipofuscin, in 120 min 29,9 y 
Phenolphthalein/mg N. Zur Beurteilung der Esteraseaktivitgt seien 
ihre Werte in Schweinenieren- und l%attenleberhomogenaten angegeben. 
Sie betragen 2,5 mg Phenolphthalein/mg IN und Std im RTieren- bzw. 
5,4 mg Pheno]phthalein/mg N und Std im Leberhomogenat (LA~G, 
SIEB~RT nnd JUNG). Im Lipofusein ist die Esteraseaktivitgt mehrere 
hundertmal geringer Ms in diesen Organen. ' 

Die Ursache flit das Vorkommen hydrolytisch wirkender Enzyme 
im Lipofuscin ist unklar. Alle morphologischen Untersuehungen am 
isolierten Lipofuscin sprechen dagegen, da[t Verunreinigungen mit 
fremden Gewebsbestandteilen dabei beteiligt sind. Vermutlieh handelt 
es sich um eine Adsorption yon in den Herzmuskelzellen vorhandenem 
Enzym an das Lipofuscin. Diese Frage muB in weiteren Untersuchungen 
noch geklgrt werden. 

Disknssion. 
Unter Lipofuscin ist die Gesamtheit a]ler der Verbindungen zu ver- 

stehen, die in Gestalt des Pigmentgranu]ums in der Zelle vorliegen. Es 
handelt sich also primgr beim Lipofuscin um einen morphologischen 
Begriif. Daher ist es auch nicht mSglich, bestimmten Bestandteilen 
dieses Pigments dine mehr oder weniger gro[te Bedeutung zuzumessen. 
Dutch morphologische Forschungen kann die Zusammenseezung des 
Pigmentes nicht ergriindet werden. Auch histochemisehe Unter- 
suchungen haben nur einen begrenzten Wert. Schon die Fixierung be- 
deutet einen Eingriff in die Zellehemie. Der RTachweis einze]ner Ver- 
bindungen oder l%adika]e ist oft mit einer gewissen Unsicherheit in der 
Deutung beh~ftet. SobMd es um quantitative Angaben geht, gleich- 
giiltig ob es sich dabei um analytische Bestimmungen oder um die 
Erfassung der Fermentaktivit~t handelt, miissen an die Stelle subjek- 
tiver Eindriicke exakt zu bestimmende Zah|enangaben treten. Aus 
diesen ~Tberlegungen geht die gro[te Bedeutung der ehemisehen Pig- 
mentuntersuchung hervor. Voraussetzung dafiir ist, dal~ die zu unter- 
suehende Substanz rein und unvergndert vorliegt. Ferner mu8 sich 
diese Substanz sieher 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, dab mit chemisehen Iso- 
lierungsmethoden diese Forderungen kaum zu erfiillen sind. 

Die yon uns zur Isolierung yon Lipofusein ausgearbeitete Methode 
nutzt  dagegen physikalisehe Eigensehaften der Pigmentgranula aus, 
vor allem den Untersehied, der in der meehanisehen t~estigkeit und 
im spezifisehen Gewieht gegeniiber den anderen Zellbestandteilen be- 
steht. Das Pigment wird in seiner urspriingliehen Morphe Ms Granulum 
isoliert und kommt dabei nur mit w~grigen L6sungen einer apolaren, 
vSllig indifferenten Verbindung, dem t~ohrzueker, in Beriihrung. Die 
Temperatur kann konstant um +50 gehMten werden. Lediglieh der 
osmotisehe Druek der L6sung weehselt zwisehen hypertonischen und 
hypotonen Werten. Dutch mikroskopisehe Untersuehungen lassen sieh 
Identit~tt und t~einheitsgrad bestimmen. 

Welehe Sehliisse auf die Zusammensetzung yon Lipofusein kSnnen 
nun aus den chemisehen Untersuehungen gezogen werden ? Der Fett-  
gehalt ist mit 20 % unerwartet niedrig. Erstaunlieh ist daher die F/irb- 
barkeit der Granula mit Fettfarbstoffen, die in unserem Material zwar 
nieht sehr ausgepr~gt, abet doeh einwandfrei naehweisbar war. Es ist 
nieht sehr wahrseheinlieh, dal~ das an einer besonderen Zusammen- 
setzung des Fettanteiles liegt, da sieh Neutralfette und Lipoide in 
gleieher Weise anf~rben. Fiir die Ansieht yon KT:TSCHERA-AIc~BERGS~N 
(1922), dab das Fet t  eine ~ul3ere ttiille um den ,,Pigmentkern" bildet, l~13t 
sieh kein Beweis erbringen. Die Frage mug daher offen gelassen werden. 

Der StiekstoffgehMt yon Lipofusein liegt grSgenordnnngsm~tgig im 
Bereieh yon EiweiBen. Aueh das fiir Eiweig typisehe Element, der 
Sehwefel, ist vorhanden. Er  liegt nur in Spuren als anorganischer 
Sulfatsehwefel vor. Aus dem negativen Ausfall der Reaktion mit Na- 
trium-Nitroprussid geht das Fehlen freier Sulfhydrylgruppen hervor. 
Im Lipofusein kSnnte der Sehwefel also in der Bindung an Methionin 
oder Cyst!n oder Ms Sulfonsehwefel vorliegen. 

Trotzdem kann es sieh bei dem lipidfreien Rest des Pigmentes nieht 
um ein typisehes EiweiB handeln, da die Biuretreaktion negativ ver- 
l~uft. ]3espreehen wit nun die Bausteine, die diesen KSrper bilden. Wie 
aus den Reaktionen mit Ninhydrin sowie besonders aus der Papier- 
ehromatographie hervorgeht, kommen in ihm Aminos~turen vor. Ferner 
sind Verbindungen, die den Benzolring enthalten, naehweisbar. Dieser 
Befund ist dutch 2 Untersuehnngen gesiehert: dutch die Ergebnisse 
der UV-Absorptionskurve nnd dureh den positiven Verlauf der l%eak- 
tion mit Phenolreagens. Ob es sieh bei den BenzolabkSmmlingen um 
eyelisehe Aminos~uren, wie Tyrosin, oder eher um Dopa und seine 
Oxyderivate in Riehtung auf die Melanine bin handelt, ist zur Zeit nieht 
zu entseheiden. Gegen das Vorhandensein yon Melanin kSnnte der 
negative AusfM1 der T~o~MX~Lschen I~eaktion angeffihrt werden. Bin- 
dend ist eine solehe SehluBfolgerung aber nieht, da diese Reaktion nur 
sog. Melanogene, farblose Vorstufen yon Melanin, erfagt. 
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Gewisse andere Verbindungen ]assen sich wiederum ausschliegen. 
Dazu gehSren solche, die in Nueleins~uren vorkommen. Naeh dem Ver- 
lauf der UV-Absorptionskurve zu schlieBen, fehlen PurinkSrper. Aus 
der negativen Phloroglueinprobe ergibt sich die Abwesenheit yon Pen- 
rosen. Ferner kommen im Lipofusein keine Indo]- oder Pyrrolderivate 
vor, was der Ausfall der Em~LIc~schen l~eaktion beweist. Damit sind 
auch besondere Beziehungen yon Lipofuscin zu den Blut- und Gallen- 
farbstoffen unwahrscheinlich. 

Zusammenfassend l~Bt sieh fiber den lipidfreien Restk6rper yon 
Lipofuscin sagen, dag er neben relativ viel Stickstoff auch Schwefel, 
Phosphor, Aminos~uren oder andere Stickstoffbasen und Benzolderi- 
vate enth~lt. Wahrscheinlieh handelt es sieh dabei um ein Protein 
mit besonderen Eigensehaften. 

Anorganische Bestandteile kommen im Lipofuscin etwa in der 
gleichen Menge wie in der Herzmuskulatur vor. Ausnahmen bflden 
dabei Silicium, Magnesium und Aluminium. ])as Silicium kSnnte, 
wenigstens zum Tefl, aus den verwendeten Glasgef/~Ben stammen. Um 
das auszuschlieBen, mfiBte die Isolierung in Kunststoff- oder paraffi- 
nierten GlasgefgBen erfolgen. Der Aluminium- und der Magnesiumgehalt 
sind aber wohl Ms re]ativ hoch zu bezeichnen. Uber die Funktionen 
dieser Metalle ist nicht a]lzuviel bekannt. Magnesium gehSrt zu den 
lebenswiehtigen Elementen und aktiviert Fermente, die den Phosphat- 
umsatz katalytisch beeinflussen. Die I-IShe des Eisenwertes wurde 
durch 2 Methoden, die fibereinstimmende Werte ergaben, gesichert. Es 
ist nicht mSglich, ans dem Eisengehalt auf die end0gene oder h~mato- 
gene t terkunft  des Pigmentes zu sehlieBen. Interessant ist er aber im 
Hinblick auf den Ausfall histologiseher Eisenuntersuchungen, etwa der 
Turnbull- oder der Berliner-Blau-Reaktion. Als entscheidend fiir den Aus- 
fall dieser l~eaktion im Gewebe werden meist quantitative Untersehiede 
hervorgehoben. Scn~w~_Rz (1928) gibt als untere Grenze fiir das Er- 
scheinen einer diffusen Blaufgrbung einen Eisengehalt yon 0,12% an. 
Die Eisenreaktionen k6nnen aber auch negativ verlaufen, wenn das 
Eisen in nicht ionisierter Form vorliegt. Solches Eisen kann etwa dutch 
die Einwirkung yon Halogenen [KocKEL (1930)] teilweise ionisiert und 
so dem histologischen Nachweis zuggnglieh gemaeht werden. OEBI~z~ 
(1950) hat Lipofuscin mit solehen Methoden untersucht. Die Reaktion 
verlief positiv bei Lipofuscin in der glatten Muskulatur, negativ in der 
Prostata und in den Samenb]asen. Er  betonte, dab eine endgfiltige 
Kl~rung nur durch den Eisennachweis in der Asche erbracht werden 
kSnnte. Ffir das Lipofuscin des Herzmuskels kann festgestellt werden, 
dab der Eisengehalt nur yon der gleiehen GrSgenordnung wie in der 
Herzmuskulatur selbst ist. 

SchlieBlieh konnten noeh 2 Fermentgruppen, die Proteasen und 
die Esterasen, im Lipofuscin erfagt werden. Nach Oxydasen oder an- 
deren i~hnlich empfindliehen Fermenten wurde nieht gefahndet. Man 
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hgtte, um Aussicht auf Erfolg zu haben, yon vornherein das methodi- 
sehe Vorgehen wesentlieh anders gestalten mfissen. Die beiden unter- 
suehten Fermente zeigen einen etwa linearen Anstieg ihrer Wirkung in 
bestimmten Zeiteinheiten, sind aber yon geringer Aktivit/~t. gfiek- 
sehlfisse auf die Bedeutung dieser Fermente im Lipofusein sind kanm 
zu ziehen, da ihre Steilung im Stoffweehselgesehehen aueh sonst noch 
nicht genfigend gekl~rt ist. 

Welehe Gesiehtspunkte ergeben sieh nun, wenn man die bestehen- 
den Theorien fiber die Entstehung und Bedeutung yon Liloofusein an 
Hand der vorliegenden Ergebnisse einer kritisehen Betraehtung unter- 
zieht ? Der geringe Fettgehalt  und die Zusammensetzung des lipid- 
freien Restes lassen besondere Beziehungen yon Lipofusein zum Fett-  
stoffweehsel; wie sie ttUEOK (1912, 1921) vermutete, nieht erkennen. Lu- 
BA~SClt (1923) hielt Lipofuscin ffir ein Endprodukt  des Eiweil3stoff- 
weehsels. Je mehr fiber die komplizierten Vorg~nge im Zellstoffweehsel 
bekanntgeworden ist, desto weniger berechtigt erseheint die Annahme 
eines unabh~ngig voneinander verlaufenden Fett- oder EiweiBstoff- 
weehsels. In neuerer Zeit hat OESlKE (1950) das Lipofusein als ein Pig- 
ment bezeiehnet, das nicht aus dem Zellstoffwechsel, sondern aus dem 
Blut entsteht. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuehungen lassen 
abet besondere Beziehungen yon Lipofusein zum ]~lutfarbstoff nieht 
erkennen. Es besteht daher kein Grund, die alte Ansieht, dab das 
Lipofusein ein zelleigenes, endogen entstandenes Pigment ist, aufzu- 
geben. Sehr sehwierig ist die Frage naeh einer innktionellen Bedeutung 
yon Lipofusci n ffir die Zelle, die BfHMIG (1937) aufgeworfen hat, zu 
beantworten, da es vorl~tufig ffir sie kein sieheres Kriterium gibt. Aueh 
fiber die Beziehungen zwisehen Lipofusein und den anderen endogenen 
Pigmenten l~tgt sich vorerst niehts Sieheres aussagen. 

So mug man feststellen, dal3 die Kernfrage des Pathologen nach der 
Bedeutung yon Lipofusein heute noeh nicht beantwortet werden kann. 
Unsere Kenntnisse vom normalen Stoffweehsel in der Zelle sind daffir 
noch zu gering. Durch die gesehilderten neuen Arbeitsmethoden er- 
geben sieh aber gerade auf dem Gebiet der Pigmentforsehung neue Mfg- 
lichkeiten. 

Zusammenfassung. 
1. Nach einer kritischen Betrachtung der heutigen Kenntnisse fiber 

das Lipofnscin und einer Abw~gung der einzelnen Untersuehungs- 
methoden wird die besofidere Bedeutung chemischer Untersuchungen 
an iso]iertem Lipofuscin hervorgehoben. 

2. Es wird eine Methode zur Isolierung reinen, unver~nderten Lipo- 
fuscins aus Herzmuskulatur angegeben, die bestimmte physikMische 
Eigenschaften yon Lipofuscin ffir die Isolierung ausnutzt. Chemische 
Methoden zur Isolierung erscheinen wenig geeignet, da durch sie das 
Pigment denaturiert wird. 
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3. Be i  m i k r o s k o p i s c h e n  U n t e r s n c h u n g e n  ze ig t  das  isolierge L ipofusc in  

das  gle iehe op t i sehe  u n d  f i i rber isehe V e r h M t e n  wie  i n n e r h a l b  der  Zelle.  

Es  k a n n  d a h e r  s ieher  iden t i f i z i e r t  u n d  a u c h  in se inem R e i n h e i t s g r a d  

b e u r t e i l t  werden .  

4. Die  e h e m i s e h - a n a l y t i s c h e n  U n t e r s u e h u n g e n  e rgehen  e inen  Lip id-  

geha l t  y o n  2 0 % .  D e r  R e s t  is t  e in  KSrpe r ,  in  d e m  St ieks tof f ,  P h o s p h o r ,  

Sehwefel ,  Aminosi~uren (aueh cye]isehe) oder  a n d e r e  s t i cks to f fha l t ige  

B a s e n  e n t h a l t e n  sind. V e r m u t l i e h  h a n d e l t  es sieh bei  i h m  u m  ein P r o t e i n  

m i t  b e s o n d e r e n  E i g e n s e h a f t e n  u n d  m i t  e iner  F a r b s t o f f k o m p o n e n t e .  

U n t e r  den  ano rg~n i sehen  B e s t a n d t e i l e n  fi~llt der  relaLiv hohe  G e h a l t  

an  M a g n e s i u m  u n d  A l u m i n i u m  auf. 

5. I m  L ipo fusc in  k o n n t e n  2 F e r m e n t e ,  die P r o t e a s e  u n d  die Es te -  

rase,  nachg ewie sen  werden ,  de r en  A k t i v i t ~ t  j e d o e h  r e e h t  ge r ing  ist .  
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