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Studies on the Polymerizat ion of Lipofusein by  the & B a n d  Effect 

Summary. 1. Dibenzo-diethyl-methyl-thiacarbocyaninebromide stains lipofuscin according 
to the J-Band effect, thereby providing histochcmical proof of the presence of a highly 
polymerized component. 

2. It  is also possible to stain lipofuscin in autolyzed tissue. 
3. Lipofuscin and iron pigment can be demonstrated simultaneously by our method 

because of their different staining properties. 
4. The fluorescing, J-Band negative pigment found in some brain regions allows the 

hypothesis that lipofuscin occurs there in low molecular weight form. 
5. The pseudomelanin in Pseudomelanosis eoli shows a strong cytoplasmic pigment 

reaction, apparently caused by a lipofusein-like pigment whose fluorescence is suppressed 
by traces of heavy metals. 

Zusammen]assung. 1. Mittels Dibenzo-di~thyl-methylthiacarboeyaninbromid gelingt eine 
Anf~rbung des Lipofuscins naoh dem J-]~and-Effekt. Damit ist die Annahme einer hoeh- 
polymeren Komponente im Lipofuscin histoehemiseh erwiesen. 

2. Eine Anf~rbung des Lipofuseins ist aueh in autolysiertem Gewebe sieher mSglieh. 
3. Lipofuscin und Eisenpigment lassen sieh mit unserer Methode simultan fgrben und 

getrennt darstellen. 
4. Fluoreseierende, indessen J-Band-negative Pigmente in einzelnen Gehirnabschnitten 

erlauben die Annahme, dag das Lipofuscin dort in niederpolymerer Form vorliegt. 
5. Das Pseudomelanin bei Pseudomelanosis coli zeigt eine starke Pigmentreaktion im 

Cytoplasma. Wahrseheinlieh handelt es sieh um ein Lipofusein-iihnliehes Pigment, dessen 
Fluoreseenz durch Sohwermetallspuren unterdrfiekt wird. 

Obgleich das Lipofuscin, seine Verteilung im K6rper und seine histologische Darstellbar- 
keit in einigen Organen gut bekannt sind (Hamperl, 1934; Gedigk und Fischer, 1959), 
herrscht fiber die chemische Zusammensetzung dieses Pigments und fiber seinen Metabolismus 
noch weitgehend Unklarheit. Dies mag z.T. auf die tIeterogenit~t des Lipofuscins selbst 
und auf Schwierigkeiten in der Reindarstellung dieser Substanz beruhen, z.T. ist auch ihre 
ungewShnliche Resistenz gegeniiber chemisehen AufschluBverfahren anzuffihren. Aufgrund des 
Vorkommens in nicht-regenerierenden Geweben und einer melanin-~hnlichen Komponente 
werden Zusammenh~nge mit dem Amin-Stoffwechsel vermntet. Die yon Hamperl (1934) 
beschriebene charakteristisehe Eigenfluorescenz des z.B. in den Herzmuskelfasern polkappen- 
artig den Zellkernen angelagerten Lipofuseins erlaubt histologisch die Unterscheidung veto 
Melanin. Die gelbliche Eigenfarbe ist durch eine bei 450 m~ beginnende Endabsorption 

* Auszugsweise vorgetragen auf der Herbsttagung der Deutschen Gesellscha~t ffir Pathologic 
in Miinehen vom 16.--17.9. 1972. 
** Mit freundlicher Unterstfitzung dutch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum dos Lipofuscins in unfixiertem Gewebe. Der Endabsorption 
ist bei etwa 280 nm eine yon der Proteinkomponente herrfihrende ,,Schulter" fiberlagert 

bedingt, die in Abb. 1 an unfixiertem Material gewonnen wurde. _&hnliche wie das hier auf- 
gezeichnete Spektrum wurden auch in fixierten Geweben aufgenommen (Sandritter et al., 
1972). Von verschiedenen Autoren (z.B. Gedigk und Fischer, 1959; Siebert etal., 1962; 
Hendley et al., 1963) wird das spektrale Verhalten des Lipofuscins auf eine groBe Anzahl 
konjugierter Doppelbindungen infolge Polymerisation unges~ttigter Fetts/~ure zurfickgefiihrt. 
Bislang konnte ein soleher Beweis im histologischen Schnitt noch nicht geffihrt werden. 

Bestimmte, fiir die Farbphotographie entwiekelte Cyanine zeigen bei der Bindung an 
makromolekulare Substanzen eine sichtbare Farbiinderung, Khnlich der in der histologischen 
Teehnik bekannten Metachromasie, die bei den Cyaninen abet auf dem Auftreten zusditzlicher 
Absorptionsbanden im 1/i, ngerwelligen Teil des Absorptionsspektrums beruht. Dieser, yon Jelley 
(1937) beschriebene und nach ibm benannte J-Band-Effekt resultiert aus Weehselwirkungen 
in Aggregationen der ebenen Farbstoffkationen, weml diese planl3arallel zueinander liegen. Er 
~ritt nach den Untersuchungen yon Kay et al. (1964) vorwiegend bei Verbindungen mit 
hoehpolymeren Nucleinsiiuren, Proteinen und Polysacchariden auf. Vorkommen und Intensitiit 
von J-Banden lassen dabei Rfickschliisse auf den Polymerisationsgrad bzw. auf die Molekiil- 
grSSe tier a~ff/~rbbaren Substanzen in Zellkompartimenten zu. 

Der  auch in der  Chromatograph ie  ve rwand te  Fa rbs to f f  Dibenzo-d i i i thy lmethy l -  
t h i a c a r b o c y a n i a b r o m i d  h a t  die  Eigenschaf t ,  po lymoleku la re  Subs tanzen  nach  der  
GrSfe  der  Molekulargewichte  in gu t  ua t e r sche idba ren  F a r b t S n e n  wiederzugeben 
(Dahlberg  et al., 1969). Wi r  haben  dell  J - B a n d - E f f e k t  dieser  Subs tanz  fiir die 
h is to logiseh-his toehemisehe Method ik  n u t z b a r  gemach t  und  anderenor t s  beschrie-  
ben  (Haag et al., 1971). I a  der  vor l iegenden Studie  so]l fiber Befunde ber ich te t  
werden,  die den  Teilaspekt der Polymerisation lipogener Pigmente betreffen,  soweit  
e ia  solcher mi t  I t i l fe  der  spek t ra len  E igenschaf ten  des J -Ba nd -E f f e k t e s  und 
mi t te l s  des yon  uns ve rwand t en  Carbocyan inbromides  e f fa6bar  ist.  

Material und Methodik 

a) Eigenscha/ten des Dibenzo-diSthyl-methylthiacarbocyaninbromides 
])as Absorptionsspektrum der yon uns verwandten Substanz ist in Abb. 2 wiedergegeben, 

ihre Struktur wurde obcn im Bild eingezeichnet. Die gestrichelte Kurve stellt das Spektrum 
der Reinsubstanz, die durchgezogene Kurve das Spektrum der in 50%igem w~flrigen Form- 
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Abb. 2. Alosorptionsspektrum yon Diloenzo-di~thyl-methylthiacarboeyaninbromid (Struktur- 
formel links oben). Konzentration der Farbstoffl6sung in reinem Formamid ( .... ) 0.1%. 
d = 1 2  X 10-4era, in 50% w~Brigem Formamid ( - - )  0.005%, d=0 ,2  cm. J-Bande der 

wi~Brigen L6sung bei 650 nm 

amid gel6sten Substanz dar; die w~Brige LSsung besitzt bei 650 m F als zus~tzliches Maximum 
die J-Bande. 

b) Untersuchte Gewebe 
Dem t~glichen Obduktionsgut des Pathologischen Institutes wurden Myokard, Leber, Hirn- 

gewebe und das Ganglion Gasseri betagter Individuen entnommen. Zus/itzlich konnte Leber- 
gewebe bei subakuter Dystrophie und Leber und Herzmuskel in einem Fall yon H~mo- 
chromatose untersucht werden. 

c) Fixierung und Fdirbung 
Als Fixationsmittel sind Formalinl6sung bzw. alle Aldehyd-Fixantien wenig geeiguet, 

da alle Aldehyde die Tendenz zur Vernetzung polymerer Strukturen besitzen. Uns hat sich 
nach eingehender Prfi~ung die Fixierung in absolutem Alkohol bew~ihrt. Dabei muB 
allerdings die bekannte Gewebsschrumpfung mit allen Folgen ffir die Anfertigung histologischer 
Pr~parate in Kauf genommen werden. Die Pr~parate werden als kleine Gewebsbl6cke durch 
die aufsteigende Alkoholreihe geffihrt (70 % ~ 5 Std; 96 % ~ 24 Std; absol. Alk. ~ 24 Std), 
danach fiber 24 Std in Methylbenzoat belassen und nach tTberffihrung fiber Benzol und 
Benzol-Paraplast (30 min bzw. 2 Std) 5 Std in Paraplast eingebracht und danach in neuem 
Paraplast ausgegossen. Anfertigung yon 6 F dieken Sehnitten, Entparaffinierung und Ein- 
bringen in die absteigende Alkoholreihe in fiblicher Weise. 

Die F/irbung mit dem kationischen Farbstoff 4,5,4',5' dibenzo 3,3'-di/ithyl-9-methyl- 
thiacarbocyaninbromid (Fa. Serva GmbH., I-Ieidelberg) erfolgt in 0,005%iger L6sung in 
50%igem w~Brigen Formamid. Diese Farbl6sung ist bei Aufbewahrung in der Dunkelheit 
einige Zeit gut haltbar. Ffir die F/irbung zur Darstellung des Lipofuscins geniigen 2 Std, zur 
intensiven Darstellung der ~ueleohistone bzw. Proteine soll 24 Std gef~rbt werden. 
Nach der F~rbung werden die Schnitte 15 rain in Fliel3wasser gew~ssert, in Aqua dest. 
gespfilt und an der Luft getrocknet. Zur Erzielung einer guten Entwiisserung haben wir 
die Pr~parate 15 min in Vakuum ausgepumpt. Anschliel]end kurzes Eintauchen in Xylol und 
Eindeckung mittels Eukitt®. Zur Kontrolle dienten uns mit HE bzw. tt~malaun gef~rbte 
Schnitte. 

Ergebnisse 
a) Lipo/uscinpigment im Herzmuskel 

Die Zellkerne der I te rzmuskel fasern  zeichnen sieh durch violet te  und die 
Prote ine  dureh hellrosa Fa rb t6nung  bus ; die Lipofuscingranula stellen sieh dagegen 
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Abb. 4. Absorptionsspektren der in Abb. 3a angef~rbten Zellkompartimente. Punktierte 
Linie = Spektrum der Zellkerne (~Tucleoproteide) ; durchgezogene Linie ~ Spektrum des Lipo- 
fuscins. Die ~berschneidung der Absorptionslinien bei ca. 670 nm bedingt die unterschiedlichen 

Farbt6ne 

als rubinrote bzw. ziegelrote KSrnchen dar (Abb. 3 a). Mittels registrierender Mikro- 
spektralphotometrie konnten im gleichen Pr&parat die Absorptionsspektren ver- 
schiedener Zellbezirke aufgenommen werden. In Abb. 4 sind diese Spektren ab- 
gebildet. Die punktierte Linie repr£sentiert das Spektrum yon Zellkernen, die 
darfiberliegende, durchgezogene, das Spektrum des Lipofuscins. Besonders stark 
macht sich der J-Band-Effekt bei den Nucleins£uren des Zellkernes und des 
Cytoplasmas bemerkbar. Die C~berschneidung zwischen 650 und 700 m~ verursacht 
die blguliche F~rbung der Nucleoproteide bzw. die violette F~rbung der RNS, 
deren Molekulargewichte bekanntlich sehr gro[t sind. Entscheidend ]i~r unsere 
Fragestellung ist ~edoeh die Tatsaehe, daft auch das Lipo]uscin bei An]iirbung mit 
dem Thiacarbocyaninbromid den J-Band-E]]elct zeigt. Damit ist erwiesen, da{~ das 
untersuchte Lipofuscin eine hochpolymere Komponente enth&lt; die Aanahmen 
yon Gedigk und Fischer (1959) sowie yon Braak (1971) lassen sich mit unserer 
Fgrbung experimentell beweisen. 

b) Lipo]uscin in anderen Organen ; Abgrenzung gegeni~ber Melanin, Gallepigment, 
H~imochromatin ; Lipo]uscin-Darstellung in autolysiertem Gewebe 

Nach Untersuchungen yon Praparaten bei akuter Leberdystrophie farbt sich das 
Gallepigment mit Thiacarbocyaninbromid fiberhaupt nicht an, w~hrend das Lipo- 

Abb. 3 a--d. a Herzmuskel nach F~rbung mit Thiacarbocyaninbromid. Durch unterschiedliche 
Starke des J-Band-Effektes rubin- bis ziegelrote Anf~rbung der Lipofuscingranula und blau- 
violette Anf~,rbung der Nucleoproteide in den ZeIlkernen. VergrSBerung 80 ×. b Ganglien- 
zelle der Substantia nigra nach Thiacarbocyanin-tleaktion. Rubinrote Anf~,rbung der Lipofus- 
cingranula infolge J-Band-Effekt. In der Peripherie Zellkerne yon Gliazellen. VergrSBerung 
315 ×. c und d Lipofuscin und Eisenpigment in simultaner Darstellung bei einem Fall yon 
H~mochromatose: Kombinierte Tumbullblau-Thiacarbocyaninbromid-F~rbung. Deutliche 
Unterscheidbarkeit der in den gleichen Bezirken abgelagerten Pigmente; Eisenpigment blau, 

Lipofuscin rubinrot, c Herzmuske], d Leber. VergrSBerung 315 × 
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fuscin auch in den dystrophischen Bezirken unver/~ndert positiv bleibt. Hieria 
dokumentiert sich die bekannte Resistenz des Lipofuscins gegenfiber chemischen 
Ver~nderungen. 

Aufgrund dieser Beobaehtungen haben wir Autolysestudien an Iterzmuskel- 
gewebe durchgeffihrt und konnten feststellen, daI3 sich die Lipofuscingranula bei 
weitgehendem Verlust der Kcrnf~rbbarkeit weiterhin deutlich anf/~rbten, d. h. prak- 
tisch unver/~ndert nachweisen lieBen. 

Bei Pseudomelanosis coli wird in der Tunics propria ein Pigment mit nur 
schwacher br/~unlicher Eigenfluorescenz abgelagert. Im Gegensatz zum Melanin 
der Epidermis reagiert dieses Pseudomelanin stark J-Band-positiv. Wit nehmen 
an, dab es sich um ein Lipofusein-ghnliches Pigment handelt, dessert Fluorescenz 
dureh Schwermetallspuren unterdrfickt wird. 

Im Hirngewebe wird das Lipofusein bekanntermaSen in unterschiedlicher Menge 
abgelagert. Abb. 3 b zeigt eine Lipofuscin-haltige Gehirnganglienzelle in der Sub- 
stantia nigra. Auch hier ist eine stark positive Reaktion des Pigmentes im Cyto- 
plasma erkennbar; die Polychromasie des J-Band-Effektes tritt hier besonders 
deutlich in Erscheinung. In anderen Gehirngeweben (z. B. Nucleus dentatus) Yan- 
den wir jedoch such /luorescierendes Pigment mit negativer Reaktion, vielfach in 
unmittelbarer Nachbarsehaft yon Zellen mit positivem Pigmentnachweis. Unsere 
Beobachtungen erg/~nzen die yon Braak (1971) beschriebenen Unterschiede des 
Neurolipo/uscins. 

In einem Fall yon Hiimochromatose hatten wir Gelegenheit, die gleichzeitige 
Prgsenz von Eisenpigment und Lipo/uscin zu studieren. In Abb. 3 c wurde Herz- 
muskelgewebe einer Eisenf~rbung und nachfolgender Thiacarbocyaninf/irbung 
unterworfen, ttier wurde deutlich, dab beide Pigmente in den gleichen Cytoplasma- 
Bezirken abgelagert werden, da$ aber nur das Lipofuscin J-Band-positiv reagiert. 
~hnliche Verh/£1tnisse fanden wir in der Leber des gleichen Falles (Abb. 3d). 
Wir sind damit in der Lage, eine Simultanf/£rbung verschiedener Pigmente vor- 
zunehmen. Zus/~tzliche Studien fiber die Entstehung dieser Pigmente werden 
mittels Carbocyaninbromid-F/~rbung m6glich. 

Diskussion 

Die yon uns erhobenen Befunde erlauben nachfolgende Stellungnahmen: 
Die Tatsache, dab das Lipofuscin in der Mehrzahl der Beobachtungen mit 
dem Farbstoff Dibenzo-di/~thyl-methylthiacarbocyaninbromid unter Ausbildung 
einer Absorptionserh6hung im langwelligen Tell des Spektrums reagiert, best/itigt 
histochemisch die Annahme einer hochpolymeren Komponente des Lipofuscins. 
Das Vorkommen autoxydierter und polymerisierter Substanzen war wegen der 
positiven Nachweisbarkeit yon --C=C--Doppelbindungen bisher yon Siebert 
et al. (1962), yon Gedigk und Fischer (1959) und yon Hendley et al. (1963) stets 
vermutet worden. Bisher konnte aber der Nachweis der Polymerisation mit den an 
isoliertem Lipofuscin durchgeffihrten Analysemethoden nicht erbracht werden, 
well eben gerade die Unl6slichkeit ein Charakteristikum hochpolymerisierter 
autoxydierter organischer Substanzen ist. 

Ausnahmen fanden wir bisher nut in einzelnen Gehirnbezirken, welche ein 
zwar fluorescierendes, aber J-Band-negatives Pigment enthielten. Wir nehmen an, 
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dab  in diesen Zellen das  Lipofuscin in einer n iederpo lymeren  F o r m  vorl iegt .  
Offenbar  s teh t  die Fluoreseenz mi t  der  Po lymer i sa t ion  nicht in d i rek tem Zusam- 
menhang.  Hierffir  sprechen auch die jf ingsten Befunde yon  Quadbeek  und  Wein-  
h a r d t  (1972), welche aus dem Herzmuske l -Lipofuse in  eine f luoreszierende Kom-  
ponen te  isolieren konnten ,  deren Molekulargewicht  zwischen 148 und 150 l iegt ;  
es hande l t  sich hier  mi t  Sieherhei t  um ein Monomer,  Zusammenh~nge  mi t  dem 
Amin-Stoffweehsel  lassen sieh ve rmutea .  

Mit  unseren Unte r suchungen  konn ten  wh" die AufklSrung der  biologischen 
F u n k t i o n  des Lipofuseins  n ieh t  d i r ek t  fSrdern.  W i r  hoffen allerdings,  dab  die in 
dieser Studie  skizzier ten Methoden  weitere  Unte r suehungen  fiber die En t -  
s tehung und  Ver imderung des Lipofuscins s t imulieren.  
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