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Increase of Lipofuscin in the Liver as Result of Phenacetin Abuse
Centrifugation of Human and Animal Liver in Density Gradients

Summary. The pigment formed in the liver after phenacetin abuse and after long-range
overdose of phenacetin in dogs was concentrated by ultracentrifugation in a density gradient
and its density compared to the pigments formed in brown atrophy, in hemosiderosis of the
liver, as well as in melanoma.

The density of the phenacetin pigment was found to be 1.20—1.23 g/ml, equal to that of
lipofusein.

Zusammenfassung. Das nach Phenacetinabusus beim Menschen und nach langfristiger
Phenacetiniiberbelastung des Hundes in der Leber gebildete Pigment wurde durch Ultra-
zentrifugation in einem Dichtegradienten angereichert. Seine Dichte wurde im Vergleich zu
den Pigmenten bei brauner Atrophie bzw. Hémosiderose der Leber sowie bei Melanom
bestimmt. Die fiir das sog. Phenacetinpigment ermittelte Dichte von 1,20—1,23 g/ml ent-
spricht derjenigen von Lipofuscin.

Bei langjdhrigem Phenacetinabusus fiel zunéchst eine eigentiimliche Verfir-
bung der Nieren auf (SPUHLER und ZOLLINGER, 1953; SCHEIDEGGER, 1958;
GLOOR, 1965). Auch die Leber kann einen intensiv dunkelbraunen Farbton auf-
weisen (SCHEIDEGGER, 1958; Groor, 1965). Diese Verfirbung ist auf das Vor-
kommen eines unregelmiBig im Cytoplasma verteilten, gelbbraunen KEisen-
negativen Pigmentes zuriickzufithren, das aus feinen rundlichen und eckigen
Koérnchen besteht. Manchmal ist es mit Himosiderin vergesellschaftet. Die Natur
dieses Eisen-negativen Pigmentes fand bald vermehrtes Interesse. Es laft sich
am Tier (Katze, Hund, Ratte) durch Uberbelastung mit Phenacetin erzeugen
(ABraBaMs u. Mitarb., 1963; ForpHAM u. Mitarb., 1964; REBER und STUDER,
1965; ScuntTZER und GorDEN, 1965; Woonarp u. Mitarb., 1965; ScENITZER
und SMITH, 1966).

Die Zusammensetzung dieses Eisen-negativen Pigmentes ist nach ScHNITZER
und Smrre (1966) nicht bekannt. Es wurde an Phenacetinabbauprodukte bzw.
an ein Melanin-artiges Pigment gedacht, ohne dalB hierfiir schliissige Beweise
beigebracht werden konnten (Massgorr und Horrmanw, 1962). Allerdings schei-
nen Phenacetin bzw. Phenacetinabbauprodukte im Pigment vorkommen zu
konnen, wie an der Katze mit Tritium-markiertem Phenacetin gezeigt wurde
(REBER und STUDER, 1965). Vergleichende histochemische Reaktionen lassen das
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in ¥rage stehende Pigment nicht mit geniigender Beweiskraft als Lipofuscin
identifizieren. Es liegen jedoch Untersuchungen vor, die dafiir sprechen, daff das
sog. Phenacetinpigment zur Gruppe der Abnutzungspigmente gehort. In Fallen
von Phenacetinabusus findet sich in Leber und Niere reichlich Eisen-negatives
Pigment (RUBENSTEIN u. Mitarb., 1964), das sich elektronenoptisch nicht von
Lipofuscin unterscheidet (ABRaAHAMS u. Mitarb., 1963). Ob dabei Verwandtschaft
mit dem in der GefaBmuskulatur und dem in den juxta-glomerulédren Zellen der
Nieren beschriebenen Lipofuscin-dhnlichen Pigment (Biava und West, 1965)
besteht, bleibt zu untersuchen. Ein weiterer Hinweis auf die Lipofuscinnatur des
Phenacetinpigmentes ergibt sich aus der Beobachtung, daf am Hund nach lang-
fristiger Belastung mit groBen Phenacetindosen in Leber und Niere ein Pigment
auftritt, das sich auf Grund seines histochemischen Verhaltens nicht vom spontan
vorkommenden Abnutzungspigment alter Hunde unterscheidet (ABRAHAMS u.
Mitarb., 1963). Auch die elektronenmikroskopischen Befunde an mit Phenacetin
iberbelasteten Ratten lassen sich in dieser Richtung deuten (TorHORST u. Mitarb.,
1967). Wir bemiihten uns nun, durch direkten analytischen Vergleich der in
Frage stehenden Pigmente weiterzukommen. Zu diesem Zweck haben wir in der
vorliegenden Arbeit den Versuch unternommen, das bei Phenacetinabusus und
bei langdanernder Uberbelastung des Hundes mit Phenacetin in der Leber auf-
tretende Pigment durch Zentrifugation in einem Dichtegradienten (BrRaxkE, 1951)
anzureichern, seine Dichte zu bestimmen und mit Lipofuscin, Hamosiderin und
Melanin zu vergleichen.

Magterial und Methoden

Fiir unsere Untersuchungen wurden uns durch das Pathologisch-Anatomische Institut
der Universitdt Basel (Vorsteher Prof. A. WERTHEMANN) in verdankenswerter Weise durch
P.D. Dr. F. GLoor Leberproben der folgenden Fille zur Verfiigung gestellt:

Anamnestisch gesicherter Phenacetinabusus, 45jihrige Frau (interstitielle Nephritis mit
Nierenschrumpfung),

Anamnestisch gesicherter Phenacetinabusus, 52jdhrige Frau (interstitielle Nephritis mit
Nierenschrumpfung),

Braune Atrophie der Leber, 54jdhriger Mann (Lungencarcinom und Pneumonien),

Hémosiderose und Cirrhose der Leber, 70jdhriger Mann (Bronchialcarcinom und Herd-
Ppneumonien),

Leichte braune Atrophie der Leber, 46 jahriger Mann (Coronarsklerose mit rezidivierendem
Infarkt),

Priméres Oesophagus-Melanom, 58jihrige Frau,

Leber ohne pathologischen Befund, 3 Tage altes Médchen (Atelektase beider Lungen),

Leber ohne pathologischen Befund, 8jdhriger Knabe (Verkehrsunfall),

Leber ohne pathologischen Befund, 49jihriger Mann (frischer Myokardinfarkt).

AuBerdem kam Lebermaterial von Hunden mit Phenacetiniiberbelastung aus Versuchs-
reihen von STupER und ScuArRER (STUDER und ScHARER, 1965) (diese Proben waren wihrend
3 Jahren bei —23° C gelagert worden) zur Verwendung sowie von zwei Hunden! nach
Belastung mit Ro 4-1038 (N’-DL-Seryl-N2-isopropyl-hydrazin-monohydrochlorid) (2 x 156 mg/
kg per os/die, wihrend 6 Wochen) zur Erzeugung einer Siderose der Leber.

Vom tiefgefrorenen Lebermaterial wurden je 0,70 g entnommen und mit 0,5 ml einer auf
pH 7,7 ecingestellten wiBrigen Lésung von 2% Natriumpyrophosphat und 5% Zucker im
Apparat nach POTTER verrieben, mit derselben Lésung auf 5 g aufgefiillt und wihrend 6 min
mit dem Dispergiergerit Polytron PT 10/0D? unter Kithlung mit Eiswasser homogenisiert.

1 Versuche Dr. K. SCHARER in unseren Laboratorien.
2 Hersteller: Kinematica GmbH, Luzern, Schweiz.
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1 ml Homogenat wurde auf 4 m] der in einem Zentrifugenrohrchen befindlichen Zucker-
16sung mit von unten nach oben abnehmender Dichte tiberschichtet. Der Dichtegradient kam
unter Verwendung des Buchler-Dichtegradientensystems® mit Hilfe zweier Zuckerldsungen
verschiedener Konzentration zustande, indem die leichtere Losung langsam zu der in der
Mischkammer vorgelegten schwereren Losung gefiigt und das Gemisch kontinuierlich gleich-
zeitig in drei Zentrifugenrshrchen gepumpt wurde. Zentrifugiert wurde mit der analytischen
Spinco-Ultrazentrifuge, Modell E4, unter Verwendung des Schwingbecher-Rotors SW 39, bei
einer Tourenzahl von 39460 Umdrehungen pro Minute bei 4° C wihrend 90 min. Wahrend
der Zentrifugation sedimentierten die im Homogenat befindlichen Zellbestandteile nur so weit,
bis sie die Zuckerlosung ihrer eigenen Dichte erreicht hatten. Auf diese Weise wurden die im
Homogenat befindlichen Pigmente angereichert. Gleichzeitig konnte durch Dichtebestimmung
der Zone, in welcher diese Anreicherung erfolgte, der Dichtebereich der Pigmente ermittelt
werden.

Ergebnisse

Fiir die in Abb. 1 dargestellten Versuchsergebnisse wurden zur Herstellung
des Dichtegradienten eine 60 % ige Zuckerlosung mit einer Dichte von 1,29 g/ml
und eine 30 % ige Zuckerlosung mit einer Dichte von 1,13 g/ml bei 4° C verwendet.

i

I z 3 { 3
Abb. 1. Verteilung von Leberhomogenat im Dichtegradienten 1,29—1,13 nach 90minitiger
Zentrifugation bei 39 460 U/min. 7 Leber ohne pathologischen Befund (3 Tage altes Mad-
chen); 2 leichte braune Atrophie (46jdhriger Mann); 3 braune Atrophie (54jidhriger Mann);
4 Phenacetinabusus (45 jahrige Frau); § Hamosiderose und Cirrhose der Leber (70 jahriger Mann)

Auch nach der Zentrifugation blieb die Linearitdt des Gradienten in den unteren
3 ml erhalten. Die Dichte der Pigmente wurde durch Dichtebestimmung der nach
einem Leerversuch — Zentrifugation mit Uberschichtung der Pufferlésung ohne
Leberhomogenat -—— am entsprechenden Ort des Zentrifugenrohrchens befind-
lichen Zuckerlésung bestimmdt.

Beim 2., 3. und 4. Zentrifugenrohrchen fillt im unteren Drittel eine braun
bis schwarzbraun gefirbte Zone auf. Experimentell wurde ermittelt, daB sich diese
Zone in einem Dichtebereich von 1,20—1,23 g/m] befindet. Braunes Pigment, das
im selben Dichtebereich liegt, wurde auch in der Leber der 53jahrigen Frau mit

3 Buchler Instruments Inec., Fort Lee, N.J., U.S.A.
4 Spinco Division of Beckman Instruments Inc., Palo Alto, Kalif., U.S.A.
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Phenacetinabusus, ferner bei einem weiteren Abusus-Fall, sowie in den Lebern
von Hunden festgestellt, welchen wihrend 95 Wochen 450 mg/kg pro Tag bzw.
225 mg/kg pro Tag Phenacetin oral verabreicht worden war (STUpER und
SOHARER, 1965).

Bei der Leber des Neugeborenen — Rohrchen 1 — (wie auch des 8jahrigen
Knaben, des 49jdhrigen Mannes mit frischem Myokardinfarkt und eines Kontroll-
hundes) fehlt diese Zone. Im Falle der Hamosiderose — Rohrchen 5 — ist sie
nur sehr schwach vorhanden. Hingegen ist in diesem Fall sowie bei zwei Hunden
mit experimenteller Siderose der Leber (Ro 4-1038) eine schwere Fraktion fest-

zustellen, welche sich am Boden des Zentri-
fugenrohrchens abgesetat hatte. In diesem
Bodensatz diirfte Hamosiderin angereichert
sein, dessen hohe Dichte von 1,6—2,6 g/ml
bekannt ist. Der Dichtebereich der braunen
J bis schwarzbraunen Zone im 2., 3. und
4. Rohrchen entspricht derjenigen von Lipo-
' fuscin gemaB Angaben von STREHLER und
MrLpvax (1962).
— Zwecks Isolierung der schwarzbraunen
— . Zone wurde je 1 ml der in der beschriebenen
l . . Weise erhaltenen Homogenate der einen
Leber mit brauner Atrophie (54jahriger
Mann) sowie der Leber nach Phenacetin-
Abb. 2. Verteilung der durch Zentri- abusus (45jidhrige Frau) tiber 4 ml eines
fugation isolierten und rehomogeni- Zuckergradienten mit Dichtebereich von
sierten ,,braunen Fraktion® im Dichte- 1,21—1,13 geschichtet und wihrend 2 Std

iente 29—1,13 1 . . .
ggamdﬁgﬁger L gen;ifugi‘ﬁgn na{f: bei einer Tourenzahl von 39460 Ujmin

39460 U/min. Links: braune Atrophie; zentrifugiert.
rechts: Phenacetinabusus Dabei sedimentierte die schwarzbraune

Zone bis zum Boden des Robrchens und
konnte durch vorsichtiges Absaugen des Uberstandes abgetrennt werden. Sie
wurde anschlieBend in 1,5 ml der auf pH 7,7 eingestellten Losung von 2%
Natriumpyrophosphat und 5% Zucker dispergiert und sodann wéihrend 6 min
in der oben beschriebenen Weise mit dem Homogenisator Polytron behandelt.

Die zwei Homogenate wurden tiber 4 ml der in den Zentrifugenrohrchen vor-
gelegten Zuckergradienten mit Dichtebereich 1,29—1,13 geschichtet und wie beim
ersten Versuch wihrend 90 min bei einer Tourenzahl von 39460 U/min zentri-
fugiert. In Abb. 2 sind die Rohrchen nach Beendigung der Zentrifugation wieder-
gegeben.

Die nach Homogenisation rezentrifugierten braunen Fraktionen befinden sich
wiederum im Dichtebereich 1,20—1,22 g/ml] (braune Atrophie) bzw. im Bereich
1,20—1,23 g/ml (Phenacetinabusus). Das Melanin (Oesophagus-Melanom) wies
eine hohere Dichte als 1,29 g/ml auf.

Diskussion

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dal die Dichte des bei Phenacetinabusus
in der Leber gebildeten braunen Pigmentes in demselben Bereich liegt wie die-
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jenige des in der Leber mit brauner Atrophie gefundenen Pigmentes. Erwartungs-
gemil fehlt dieses Pigment in der Leber des Neugeborenen. Auch in der Leber
mit Hamosiderose und Cirrhose ist kein braunes Pigment dieses Dichtebereiches
nachweisbar. Diese Beobachtung entspricht dem Befund von BacEMaNN (1953),
wonach bei Lebercirrhose eine Verminderung der Lipofuscinablagerung festzu-
stellen ist.

Die Dichte der bei brauner Atrophie oder nach Phenacetinabusus gebildeten
braunen Pigmente liegt wesentlich niedriger als diejenige von Proteinen, welche
eine Dichte von ungeféhr 1,4 g/ml aufweisen. Bei natiirlichen Melaninen handelt
es sich um Schwermetall-haltige Kondensationsprodukte von Proteinen mit Poly-
merisaten aromatischer Aminosduren, deren Dichte hoher als 1,4 g/ml liegt.
Daher kann ausgeschlossen werden, dal es sich beim vorliegenden Pigment um
Melanin-artige Korper handelt. Dies konnte durch Zentrifugation des Homo-
genates von Melanomgewebe (primires Oesophagus-Melanom) im Dichtegradien-
ten 1,20—1,13 unter den oben beschriebenen Bedingungen bestatigt werden, wobei
sich das in groBer Menge vorhandene schwarze Melanin am Boden des Zentrifugen-
rohrehens ansammelte.

Auf Grund seiner Dichte von 1,20—1,23 g/m] 146t sich das aus Lebern bei
Phenacetinabusus und bei Uberbelastung des Hundes mit Phenacetin angereicherte
Pigment in die Gruppe der Lipoproteine einordnen. Es findet sich nach der Zentri-
fugation im selben Dichtebereich wie das Pigment bei brauner Atrophie der Leber.
Die festgestellten geringen Dichteunterschiede kénnen auf die Uneinheitlichkei®
des Lipofuscins zuriickgefiihrt werden (STREHLER und MimpvaN, 1962 ; BIJORKERUD,
1964). Es ist bekannt, dafi Atrophie von parenchymatésen Organen, insbesondere
von Herzmuskelfasern, zu vermehrter Bildung von Lipofuscin fithrt. STREHLER
und Mrropvan (1962) geben den Dichtebereich fiir Lipofusecin mit 1,17—1,22 an.
Bekannt ist ferner die hohe mechanische Widerstandsfihigkeit der Lipofusein-
granula (BJORKERUD, 1964), was auch fir die durch uns isolierfen Pigment-
fraktionen zutrifft. Auf Grund dieser Feststellungen scheint der SchluB gerecht-
fertigt, dall es sich bei dem durch uns angereicherten braunen Pigment aus
Lebern nach Phenacetinabusus um das gleiche Pigment handelt, das bei brauner
Atrophie vorkommt, um Lipofuscin.

Uber Versuche zur weiteren Charakterisierung soll in einer spiteren Mitteilung
berichtet werden.
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