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Increase o] Lipo]uscin in the Liver as Result o] Phenaeetin Abuse 
Centri/ugation o] Human and Animal Liver in Density Gradients 

Summary. The pigment formed in the liver after phenaee~in abuse and after long-range 
overdose of phenaeetin in dogs was concentrated by ultraeentrffugation 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 fo~md to be 1.20--1.23 g/ml, equal to that of 
]ipofuscin. 

Zusammen]assung. Das naeh Phenaeetinabusus beim Mensehen und naeh langfristiger 
Phenaeetiniiberbelastung des Hundes in der Leber gebildete Pigment wurde dnrch Ultra- 
zentrifug~tion in einem Dichtegradienten angereiehert. Seine Dichte wurde im Vergleich zu 
den Pigmenten bei brauner Atrophic bzw. H~mosiderose der Leber sowie bei Melanom 
bestimmt. Die fiir das sog. Phenaeetinpigment ermittelte Diehte yon 1,20--1,23 g/ml ent- 
sprieht derienigen yon Lipofusein. 

Bei langj/~hrigem Phenaeetinabusus fiel zun/~ehst eine eigenttimliche Verf~r- 
bung der Nieren auf (SPt~gLEI~ und ZOLLISaE~, 1953; SC~IEID~GG~I~, 1958; 
GLOOR, 1965). Aueh die Leber kann einen intensiv dunkelbraunen Farbton auf- 
weisen (ScI~EIDEGGEI~, 1958; GLool% 1965). Diese Verfgrbung ist auf das Vor- 
kommen eines unregelm/~13ig im Cytoplasma verteilten, gelbbraunen Eisen- 
negativen Pignlentes zur/iekzuf/ihren, das aus feinen rundliehen und eekigen 
K6rnehen besteht. Manehmal ist es mit H/~mosiderin vergesellsehaftet. Die Natur 
dieses Eisen-negativen Pigmentes fand bald vermehrtes Interesse. Es 1/~gt sieh 
am Tier (Katze, Hund, Ratte) dutch l~berbelastung mit Phenaeetin erzeugen 
(Am~AI~A~S U. Mitarb., 1963; FORDItA~ U. Mitarb., 1964; REBEI~ und ST~:I)E]~, 
1965; ScI~I~ZEI~ und GOLDEn, 1965; WOODAI~D U. Mitarb., 1965; SCI~NITZER 
und S~ITI~, 1966). 

Die Zusammensetzung dieses Eisen-negativen Pigmentes ist naeh ScI~ITZE~ 
und SMITI~ (1966) nieht bekannt. Es wurde an Phenaeetinabbauprodukte bzw. 
an ein Melanin-artiges Pigment gedacht, ohne dab hierffir sehlfissige Beweise 
beigebraeht werden konnten (MASS~IOFF und HOLL~AN~, 1962). Allerdings sehei- 
nen Phenaeetin bzw. Phenaeetinabbauprodukte im Pigment vorkommen zu 
k6nnen, wie an der Katze mit Tritium-markiertem Phenaeetin gezeigt wurde 
(gEBE~ und S~CD~R, 1965). Vergleiehende histoehemisehe Reaktionen lassen das 
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in Frage stehende Pigment nicht mit geniigender Beweiskraft als Lipofuscin 
identifizieren. Es liegen jedoch Untersuehungen vor, die dafiir sprechen, dag das 
sog. Phenacetinpigment zur Gruppe der Abnutzungspigmente gehSrt. In  F~tllen 
von Phenaeetinabusus finder sich in Leber und Niere reichlich Eisen-negatives 
Pigment (RVBEZ~STEIZ~ U. Mitarb., 1964), das sieh elektronenoptiseh nieht yon 
Lipofusein unterscheidet (AB~AgAMS U. Mitarb., 1963). Ob dabei Verwandtsehaft 
mit dem in der Gef~gmuskulatur und dem in den juxta-glomerulgren Zellen der 
Nieren beschriebenen Lipofuscin-ghnlichen Pigment (BIAVA und WEST, 1965) 
besteht, bleibt zu untersuchen. Ein weiterer Hinweis auf die Lipofuscinnatur des 
Phenacetinpigmentes ergibt sieh aus der Beobaehtung, dab am Hund nach lang- 
fristiger Belastung mit grogen Phenacetindosen in Leber und Niere ein Pigment 
auftritt, das sieh auf Grund seines histoehemischen Verha]tens nicht vom spontan 
vorkommenden Abnutzungspigment alter tIunde unterseheidet (ABI~AHA~[S n. 
Mitarb., 1963). Auch die elektronenmikroskopisehen Befunde an mit Phenacetin 
fiberbelasteten Ratten lassen sieh in dieser Richtung deuten (To,HOiST u. Mitarb., 
1967). Wir bemiihten uns nun, dureh direkten analytisehen Vergleieh der in 
Frage stehenden Pigmente weiterzukommen. Zu diesem Zweck haben wir in der 
vorliegenden Arbeit den Versueh unternommen, das bei Phenacetinabusus und 
bei langdauernder 1Jberbelastung des Hundes mit Phenaeetin in der Leber auf- 
tretende Pigment dutch Zentrifugation in einem Diehtegradienten (BaAKKE, 1951) 
anzureichern, seine Dichte zu bestimmen und mit Lipofusein, H~mosiderin und 
Melanin zu vergleiehen. 

Material und Methoden 
Fiir unsere Untersuchungen wurden uns durch das P~thologisch-Anatomische Institut 

der Universit~t Basel (Vorsteher ProL A. W]~RTHEMA~) in verdankenswerter Weise dutch 
P.D. Dr. F. GLOOR Leberproben der folgenden F~]le zur Verffigung geste]lt: 

Anamnestisch gesicherter Phenacetinabusus, 45j~hrige Frau (interstitielle Nephritis mit 
Nierenschrumpfung), 

An~mnestisch gesicherter Phenacetinabusus, 52j~hrige Fr~u (interstitielle Nephritis mit 
Nierenschrumpfung), 

Braune Atrophie der Leber, 54j~hriger Mann (Lungencarcinom und Pneumonien), 
H~mosiderose und Cirrhose der Leber, 70j~,hriger M~nn (Bronchialcarcinom und Herd- 

pneumonien), 
Leichte braune Atrophie der Leber, 46 j~hriger Mann (Coronarsklerose mit rezidivierendem 

Infarkt), 
Prim~res Oesophagus-Melanom, 58j~hrige Frau, 
Leber ohne pathologisehen Befund, 3 Tage altes M~dchen (Atelektsse beider Lungen), 
Leber ohne pathologischen Befund, 8j~hriger Knsbe (Verkehrsunfall), 
Leber ohne pathologischen Befund, 49jghriger Mann (frischer Myokardinfarkt). 
Augerdem kam Lebermaterial yon Hunden mit Phenacetinfiberbelastung aus Versuehs- 

reihen von STUDER und Sc~I)kaER (STUDER und SCHX~ER, 1965) (diese Proben waren wi%hrend 
3 Jahren bei --23~ gelagert worden) zur Verwendung sowie yon zwei Hunden 1 naeh 
Belastung mit go 4:-1038 (N'-DL-Seryl-N2-isopropyl-hydrazin-monohydroehlorid) (2 • 15 rag/ 
kg per os/die, wS~hrend 6 Woehen) zur Erzeugung einer Siderose der Leber. 

Vom tiefgefrorenen LebermateriM wurden je 0,70 g entnommen und mit 0,5 ml einer auf 
ptI 7,7 eingestellten w~13rigen L6sung yon 2% Natriumpyrophosphat und 5% Zucker im 
Apparat naeh POTTER verrieben, mit derselben L6sung auf 5 g aufgefiillt und w~hrend 6 rain 
mit dem Dispergierger~t Polytron PT 10/OD 2 unter Kiihlung mit Eiswasser homogenisiert. 

t Versuehe Dr. K. SCHXRER in unseren Laboratorien. 
2 Hersteller: Kinematics Gmbg, Luzern, Schweiz. 
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1 ml Homogenat wurde auf 4 ml der in einem Zentrifugenr6hrehen befindliehen Zueker- 
16sung mit yon unten nach oben abnehmender Diehte fibersehichtet. Der Diehtegradient kam 
unter Verwendung des Buehler-Diehtegradientensystems 3 mit ttilfe zweier Zuekerl6sungen 
versehiedener Konzentration zustande, indem die leiehtere L6sung langsam zu der in der 
Misehkammer vorgelegten sehwereren LSsung gefiigt und das Gemiseh kontinuierlieh gleieh- 
zeitig in drei Zentrifugenr6hrehen gepumpt wurde. Zentrifugiert wurde mit der analytischen 
Spinco-Ultrazentrifuge, Modell E 4, unter Verwendung des Sehwingbeeher-Rotors SW 39, bei 
einer Tourenzahl yon 39460 Umdrehungen pro Minute bei 4~ wghrend 90 rain. W/~hrend 
der Zentrifugation sedimentierten die im Homogenat befindliehen Zellbestandteile nut so weir, 
bis sie die Zuekerl6sung ihrer eigenen Dichte erreicht batten. Auf diese Weise wurden die im 
Homogenat befindliehen Pigmente angereiehert. Gleiehzeitig konnte dutch Diehtebestimmung 
der Zone, in weleher diese Anreieherung effolgte, der Diehtebereieh der Pigmente ermittelt 
werden. 

Ergebnisse 

Ffir  die in Abb.  1 darges te l l t en  Versuchsergebnisse  wurden  zur  Hers te l lung  
des Dich teg rad ien ten  eine 60% ige ZuckerlSsung mi t  einer Dichte  yon  1,29 g/ml  
und  eine 30 % ige Zucker lSsung mi t  einer Dichte  von 1,13 g /ml  bei  4 ~ C verwendet .  

Abb. 1. Verteilung yon Leberhomogenat im Diehtegradienten 1,29--1,13 nach 90miniitiger 
Zentrifugation bei 39 460 U/rain. 1 Leber ohne pathologischen Befund (3 Tags altes Mi~d- 
chen); 2 leiehte braune Atrophie (46j~hriger Mann); 3 braune Atrophie (54j/ihriger Mann); 
4 Phenaeetinabusus (45 j~hrige Frau) ; 5 It~mosiderose und Cirrhose der Leber (70 j~ihriger Mann) 

Aueh  nach der  Zen t r i fuga t ion  blieb die Linearit/~t des Grad ien ten  in den un te ren  
3 ml  erhal ten.  Die Dichte  der  P igmen te  wurde  dureh  D i e h t e b e s t i m m u n g  der  nach 
e inem Leerversuch  - -  Zen t r i fuga t ion  mi t  1Jberschichtung der  Puffer l6sung ohne 
Lebe rhomogena t  - -  a m  en tspreehenden  Ort  des Zent r i fugenrShrchens  befind- 
l ichen Zueker l6sung bes t immt .  

Be im 2., 3. und  4. Zent r i fugenr6hrchen  f/ill~ im un te ren  Dr i t t e l  eine b raun  
bis s chwarzb raun  gef/ irbte Zone auf. Expe r imen te l l  wurde  e rmi t t e l t ,  dab  sieh diese 
Zone in e inem Diehtebere ieh  yon 1 ,20 - - l , 23  g /ml  bef indet .  Braunes  P igment ,  das  
im selben Dieh tebere ich  liegt, wurde  aueh in der  Leber  der  53j/~hrigen F r a u  mi t  

3 Buehler Instruments Inc., Fort  Lee, N.J. ,  U.S.A. 
4 Spineo 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 
yon Hunden festgestel]t, welehen w/~hrend 95 Woehen 450 mg/kg pro Tag bzw. 
225 mg/kg pro Tag Phenacetin oral verabreieht worden war (STuDEI~ und 
ScI~)iu~u, 1965). 

Bei der Leber des Neugeborenen - -  R6hrehen 1 - -  (wie auch des 8j~hrigen 
Knaben,  des 49j/~hrigen Mannes mit frischem Myokardinfarkt und eines Kontroll- 
hundes) fehlt diese Zone. I m  Falle der H/~mosiderose - -  l~Shrehen 5 - -  ist sie 
nur sehr schwaeh vorhanden. Itingegen ist in diesem Fall sowie bei zwei Hunden 
mit experimenteller Siderose der Leber (t~o 4-1038) eine sehwere Fraktion fest- 

zustellen, welehe sieh am Boden des Zentri- 
fugenrShrehens abgesetzt hatte. In  diesem 
Bodensatz dfirfte It/~mosiderin angereichert 
sein, dessen hohe Diehte yon 1,6--2,6 g/rnl 
bekannt  ist. Der Diehtebereich der braunen 
bis schwarzbraunen Zone im 2., 3. und 
4. R6hrehen entspricht derjenigen von Lipo- 
fuscin gem~B Angaben yon ST~EHLE~ und 
MmDVA~ (1962). 

Zweeks Isolierung der sehwarzbraunen 
Zone wurde je 1 ml der in der besehriebenen 
Weise erhaltenen I-Iomogenate der einen 
Leber mit  brauner Atrophic (54j/ihriger 
Mann) sowie der Leber naeh Phenaeetin- 

Abb. 2. Verteilung der dutch Zentri- abusus (45jghrige Frau) fiber 4 ml eines 
fugation isolierten und rehomogeni- Zuckergradienten mit  Diehtebereich yon 
sierten,,braunenFraktion"imDiehte- 1,21--1,13 gesehiehtet und ws 2 Std 
gradienten 1,29--1,13 g/ml naeh 
90miniitiger Zentrifugation bei bei einer Tourenzahl yon 39460 U/rain 
39 460 U/rain. Links: braune Atrolohie; zentrifugiert. 

reehts: Phen~cetinabusus Dabei sedimentierte die sehwarzbraune 
Zone bis zum Boden des R5hrehens und 

konnte dutch vorsichtiges Absaugen des l)berstandes abgetrennt werden. Sic 
wurde ansehlieBend in 1,5 ml der auf pH 7,7 eingestellten L6sung yon 2% 
Natr iumpyrophosphat  und 5% Zueker dispergiert und sodann w/~hrend 6 rain 
in der oben besehriebenen Weise mit  dem Homogenisator Polytron behandelt. 

Die zwei Homogenate wurden fiber 4 m ] d e r  in den Zentrffugenr6hrehen vor- 
gelegten Zuekergradienten mit  Diehtebereieh 1,29--1,13 gesehiehtet und wie beim 
ersten Versueh w/~hrend 90 rain bei einer Tourenzahl yon 39460 U/rain zentri- 
fugiert. In  Abb. 2 sind die g6hrehen naeh Beendigung der Zentrifugation wieder- 
gegeben. 

Die naeh Homogenisation rezentrifugierten braunen Fraktionen befinden sieh 
wiederum im Diehtebereieh 1,20--1,22 g/m1 (braune Atrophie) bzw. im Bereieh 
1,20--1,23 g/m1 (Phenaeetinabusus). Das Melanin (Oesophagus-Melanom) wies 
eine h6here Diehte als 1,29 g/ml auf. 

Diskussion 

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dag die Diehte des bei Phenaeetinabusus 
in der Leber gebildeten braunen Pigmentes in demselben Bereieh liegt wie die- 
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jenige des in der Leber mit brauner Atrophic gefundenen Pigmentes. Erwartungs- 
gem/iB fehlt dieses Pigment in der Leber des Neugeborenen. Aueh in der Leber 
mit It/~mosiderose und Cirrhose ist kein braunes Pigment dieses Diehtebereiehes 
naehweisbar. Diese Beobaehtung entsprieht dem Befund yon BAC~A~s  (1953), 
wonaeh bei Lebereirrhose eine Verminderung der Lipofuseinablagerung festzu- 
stellen ist. 

Die Diehte der bei brauner Atrophic oder naeh Phenaeetinabusus gebildeten 
braunen Pigmente liegt wesentlich niedriger als diejenige yon Proteinen, welehe 
eine Diehte yon ungef~hr 1,4 g/ml aufweisen. Bei nattirliehen Melaninen handelt 
es sieh um Sehwermetall-haltige Kondensationsprodukte yon Proteinen mit Poly- 
merisaten aromatiseher Aminos/~uren, deren Diehte h6her als 1,4 g/ml liegt. 
Daher kann ansgesehlossen werden, dal? es sieh beim vorliegenden Pigment um 
Melanin-artige KSrper handelt. Dies konnte dureh Zentrifugation des ttomo- 
genates yon Melanomgewebe (primgres Oesophagus-Melanom) im Diehtegradien- 
ten 1,29--1,13 unter den oben besehriebenen Bedingungen bestgtigt werden, wobei 
sieh das in groger Menge vorhandene sehwarze Melanin am Boden des Zentrifugen- 
rShrehens ansammelte. 

Auf Grund seiner Diehte yon 1,20--1,23 g/ml lgl~t sieh das aus Lebern bei 
Phenaeetinabusus and bei ~berbelastung des Itundes mit Phenaeetin angereieherte 
Pigment in die Gruppe der Lipoproteine einordnen. Es finder sieh naeh der Zentri- 
fugation im selben Diehtebereieh wie das Pigment bei brauner Atrophic der Leber. 
Die festgestellten geringen DJehteuntersehiede kSnnen auf die Uneinheitliehkei., 
des Lipofuseins zurfiekgefiihrt werden (STI~EItLER and MILDVAN, 1962 ; BJORXEI~UD, 
1964). Es ist bekannt, dug Atrophic von parenehymatSsen Organen, insbesondere 
yon tterzmuskelfasern, zu vermehrter Bildnng yon Lipofusein fiihrt. STR~I~L]S~ 
und MrLDVAN (1962) geben den Diehtebereieh ffir Lipofusein mit 1,17--1,22 an. 
Bekannt ist ferner die hohe meehanisehe Widerstandsfghigkeit der Lipofusein- 
granula (BJ6~K]SaUD, 1964), was aueh f/Jr die durch uns isolierten Pigment- 
fraktionen zutrifft. Auf Grund dieser Feststellungen scheint der Sehlul3 gereeht- 
fertigt, da[3 es sieh bei dem dureh uns angereieherten braunen Pigment aus 
Lebern naeh Phenaeetinabusus nm das gleiche Pigment handelt, das bei brauner 
Atrophic vorkommt, um Lipofuscin. 

l~ber Versuehe zur weiteren Charakterisierung soll in einer spgteren Mitteilung 
beriehtet werden. 
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