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Chemisch-spektroskopische Eigenschaften des
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(Eingegangen 17. August 1924.)

Im Laufe der Malaria beobachtet man im menschlichen Organismus
eine Ablagerung zweier grundverschiedener Arten von Pigmenten; eines
von ihnen, das nicht spezifisch ist und bei allen Erkrankungen die mit
Zerstorung der Erythrocyten einhergehen vorkommt, gehort zur Gruppe
der Hamosiderine : das andere, fiir Malaria besondere und kennzeichnende,
ist durch die Lebenstitigkeit des Malariaparasiten gebildet; es ist
immer amorph und nie krystallinisch, von schwarzer oder braunschwar-
zer Farbe: es findet sich im Blutstrome, innerhalb roter und weiler
Blutzellen und frei, vorzugsweise jedoch in den Zellen des reticulo-endo-
thelialen Systems eingeschlossen. Die Epithelzellen enthalten es nie-
mals. ‘

In der Literatur finden wir fiir dieses Pigment verschiedene Be-
nennungen: die &lteste und am meisten eingebiirgerte ,,Melanin ist
vermutlich von Meckel eingefithrt und wird bis zur letzten Zeit von
den Forschern angewandt, die sich der histio-chemischen Eigenschaften
der Pigmente als Kriterium bedienen. Askanazy') nennt es ,,Hamo-
melanin®, um seine hi#moglobinogene Abstammung zu betonen. Es
ist ganz regelrecht und verstindlich, daBl in bezug auf das Malaria-
pigment die Anwendung des Wortes ,,Melanin® von den modernen
Forschern ganz vermieden wird, denn unter den ,,Melaninen* versteht
man jetzt in der pathologischen Anatomie resp. Chemie eine verhéltnis-
miBig scharf begrenzte Gruppe von Pigmenten, die infolge ihrer chemi-
schen Eigenschaften, insbesondere ihrer Zerfallsprodukte, eine ganz
gesonderte Stelle einnehmen.

Viel seltener wurden andere Namen wie ,,Plasmodiin®, ,,Himozoin‘
angewandt.

Eine grofle Zahl von Arbeiten ist der Erklarung der chemischen,
insbesondere der histio-chemischen Eigenschaften des Malariapigmentes
(M.P.) gewidmet, doch viele von diesen Arbeiten haben jetzt keinen
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Wert infolge der Verwechselung des M.P. mit den Héamosiderinen
[Stieda®) u. a.], ganz abgesehen von den offenbaren Irrtéimern: so be-
schreibt z. B. Ewing?®) vier Arten von Pigmenten, welche bei Malaria
vorkommen ; in seinem Materiale handelte es sich zum Teil wahrschein-
lich um Formolniederschlige (die ,,beste’ Fixation nach EBwing ist
5-—10proz. Formalin).

Laut Huecks Tabelle der Pigmente (Krehl- Marchands Handbuch 1921)
kann man folgende histio-chemischen Kennzeichen des M.P. festlegen:

1. Léoslichkedt: a) wiasserige und alkoholische Laugen; b) alkoholische
Séuren.

2. Unloslichkeit: a) wasserige Sauren; b) Fett-Lipoid-Losungsmittel.
. Entfirbbarkeit: durch Oxydationsmittel.

. Unfdirbbarkeit: durch basische und Fett-Lipoid-Farbstoffe.

. Nicht osmierbar: durch OsO,.

. Silberreduktion: negativ.

. Eisenreaktionen: mit gewohnlichen Eisenreagenzien negativ.

Verschiedenheit von:

1. Himosiderin: la, 2a, 3, 7.

2. Hamatoidin: 3, negative Gmelinsche Probe.

3. Melanine: 1b, 5, 6.

4. Abnutzungspigmente: la, 1b, 6 [zu 4 s. Lubarschs*) Berichtigungen].

Es bleibt nur die Verwechselung mit dem Formolpigmente iibrig,
die unvermeidlich ist, da alle histio-chemischen Eigenschaften des ersten
und des zweiten zusammentreffen (s. Huecks Tabelle und unten spektro-
skopische Higenschaften).

Die oben angefithrten Eigenschaften des M.P. geben doch keine
Andeutungen iber die chemische Natur desselben. Nur durch die
chemisch-analytischen Untersuchungen konnte man die chemische Na-
tur des M.P. erkliren oder wenigstens der Lésung dieser Aufgabe niher
kommen, doch, soweit mir bekannt, hat noch niemand solche Unter-
suchungen vorgenommen.

Desto bedeutender und ausschlaggebender waren Carbones®) Unter-
suchungen [von Ascoli®), Brown’) und Seyfarth®) bestitigt] iiber die
spektroskopischen Eigenschaften des M.P.

Die Ergebnisse von Browns Untersuchungen waren die folgenden:

1. Alkalische Lésung des M.P.: ein Streifen genau an D, sich nach
links verbreitend.

2. Saure Losung des M.P.: derselbe Streifen, mit deutlicher Ver-
schiebung in den roten Teil des Spektrums.

3. Durch Stokes Gemisch reduzierte Losung des M.P.: zwei Streifen
im Griin: der linke ist breiter und deutlicher.

4. Losung des extrahierten M.P. in H, SO, conc.: zwei Streifen: ein
schmaler und blasser links von D, der andere, breitere zwischen D und E.

ISy Ok W
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Folglich haben wir:

in der ersten Losung: das alkalische Hdamatin;

in der zweiten Losung: das saure Hdmatin;

in der dritten Losung: das Hdmochromogen ;

in der vierten Losung: das Hdmatoporphyrin.

Zum Schlu8 mufB ich bemerken, daB nach Schaudinn [zit. nach
Miihlens?)] das M.P. doppelbrechend ist.

Zur Zeit meines Aufenthaltes in Buchara hatte ich die Moglichkeit
‘zur Sammlung eines verhiltnismiBig groBen pathologisch-anatomischen
Materials von Malariakranken. Der grofite Teil desselben war fiir meine
Zwecke untauglich, da er in 10 proz. Formalin fixiert war, der andere
aber (25 Fille), der in'Orths Gemisch fixiert wurde, diente als Material
fiiv diese Arbeit. [An meinem Material hatte ich mehrmals Gelegenheit
gehabt, mich von der Richtigkeit der Meinung Verocaysi®), dafl in den mit
Orths Gemisch fixierten blutreichen sogar teils blutdurchtrankten Or-
ganen sich niemals die Formolniederschlage vorfinden, iiberzeugen zu
kénnen: dies hat seine Erklirung in dem Antagonismus zwischen den
oxydierenden Eigenschaften der Chromsiure resp. chromsauren Salzen
und den reduzierenden Eigenschaften des Formalins.]

Die histio-chemischen Untersuchungen des M.P. wurden von mir
an Gefriermikrotom-, teils an den aufgeklebten Paraffinschnitten an-
gestellt.

Hinsichtlich der Loslichkeit in den Laugen (wisserigen und alko-
holischen) und alkoholischen Sduren, Unloslichkeit in den wéisserigen
Sauren und Fett-Lipoid-Losungsmitteln, Unfarbbarkeit durch basische
" und Fett-Lipoid-Farbstoffe und den spektroskopischen Eigenschaften
des M.P. (spektroskopische Untersuchungen wurden nach Browns Metho-
de durchgefiihrt) bestitigen meine Ergebnisse die Angaben der Literatur.

Nach Unnas Verfahren (Carbolfuchsin oder polychromes Methylen-
blau mit Tannindifferenzierung), welches nach Unnas Meinung nur
hamatogene Pigmente firbt, bleibt das M.P. ungefarbt.

HNO, cone. zerstért das M.P. sehr schnell, HCl conc. und HySO, cone.
losen es nicht; CH; COOH cone. lost es bei der Erwérmung sehr schnell.

Als neue noch unerwihnte Eigenschaft erschien die Ldslichkeit des
M.P. in den organischen Losungsmitteln basischen Charakters — in
Anilin, Pyridin und 4 proz. Chinin-Chloroform. Die Losungsgeschwindig-
keit ist klein — die winzigen Kérnchen verschwinden im Laufe von
3—5 Tagen, groBle Korner in 8—14 Tagen. Hémosiderin, Pigment me-
lanotischer Gewichse und Abnutzungspigment sind in diesen Mitteln un-
loslich, das Formolpigment 16st sich ebenso schnell wie das M.P.

Die negative Eisenreaktion war eine der kennzeichnendsten Eigen-
tiimlichkeiten des M.P. Im Jahre 1911 berichtete Brown?) iiber die
Moglichkeit, durch den Ersatz der wisserigen Lésung der Siure durch
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die alkoholische eine positive Reaktion zu bekommen. Hueck!?), der
die von ihm modifizierte Turnbull-Reaktion angewandt hatte, sah mehr-
mals das Erscheinen blauer Ringe um die Koérner des M.P. herum,
deutete dies aber als durch den Zusatz von Hamosiderin bedingt. Brown,
welcher diese Erwiderung vorausgesehen hatte, extrahierte das Hamo-
siderin durch die 2proz. COOH-COOH-Lésung (bei der 12stiindigen
Einwirkung) — die Eisenreaktion (Fe-R.) wurde nichtsdestoweniger
positiv. Browns Ergebnisse wurden von Seyfarth (1. ¢.) und E. Mayer's)
bestatigt, demgegeniiber war es Charu Chandru Basu't), welcher mit
denselben Methoden arbeitete, nicht gelungen, die positive Fe-R. zu
bekommen. Nach E. Mayer ist der MiBlerfolg des letzten durch zu langes
resp. zu kurzes Verweilen in alkoholischer Saure resp. (NH,),S ver-
ursacht.

Die Moglichkeit des Erhaltens der positiven Fe-R. am M.P., mit der
Vorbedingung der Anwendung der schwachen alkoholischen Sauren
und (NH,),S als Losungsmittel, ist fiir mich nicht klar. Das wire nur
dann moglich, wenn die angewandten (NH,),S und HCl (NHO;) alc.
nicht nur ISsen, sondern auch die Molekiile mit Befreiung des Eisens
zerlegen wiirden. Nur in diesem Falle wire das jetzt freigewordene
Eisen imstande, mit K,Fe(CN), zu reagieren. Es ist doch bekannt, daf3
(NH,),S das M.P. nur zum Himochromogen reduziert, welch letzteres
auch unfihig ist, die iibliche Fe-R. zu geben. HCI(HNO,) alc. sind nur
Losungsmittel (s. Lehr- und Handbiicher der physiologischen und
pathologischen Chemie). Wenn man dazu bedenkt, daf die organische
Chemie zum Zwecke der Zerstorung des Hamatins sehr starke Oxyda-
tions- und Reduktionsmittel anwendet, so ist es sehr schwer, eine Mog-
lichkeit der Zerstorung des M.P. durch schwache alkoholische Siuren
resp. (NH,),S sich vorzustellen.

Demnach, wenn die Angaben Browns, Seyfarths und E. Mayers von
der Moglichkeit des Erhaltens der positiven Fe-R. am M.P. richtig sind,
so haben wir auBler der Losung auch noch die Aufspaltung, oder wir
haben fehlerhafte Ergebnisse, die durch unvollkommene Extraktion des
Hamosiderins bedingt sind. Diese letzte Vermutung ist immer ins Auge
zu fassen, denn E. Mayer, welcher die positive Fe-R. nach 12stiindiger
Einwirkung der COOH-COOH sehr oft bekam, war nicht imstande, die-
selbe nach der Verlingerung dieser Frist bis zu 16—18 Stunden zu be-
kommen.

“Hier haben wir zwei Moglichkeiten in Betracht zu ziehen: die erste,
dal COOH-COOH nach 16—18stiindiger Einwirkung das M.P. zer-
legt und das freigewordene Eisen auszieht — diese Vermutung ist im
hohen MaBe unwahrscheinlich. Meine Versuche in dieser Richtung zeigen,
dafl sogar die konzentrierten Lésungen der COOH-COOH keine Ver-
anderungen des M.P. verursachen. (Fehlen der positiven Fe-R. nach
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24 -—48stiindiger Binwirkung der COOH-COOH auf das evaporierte
M.P. und das gewohnliche spektroskopische Bild des M.P., das nach
dieser Behandlung in 0,04 proz. KOH alc. gelost wurde).

Die zweite Moglichkeit, in der unvoillkommenen Extraktion des
Hiamosidering bei der 12stiindigen Einwirkung der COOH-COOH be-
stehend, ist wahrscheinlicher, insbesondere wenn man sich dessen er-
innert, daB E. Mayer mit denselben Methoden keine positive Fe-R. am
endoglobular befindlichen M.P. und Formolpigmente (F.P.) bekommen
konnte. Nach seiner Meinung kann sogar die negative Fe-R. des F.P. als
differential diagnostisches Merkmal (nicht unbedingten Wertes) gegeniiber
dem M.P. dienen.

Indessen ergeht aus den histio-chemischen und spektroskopischen
Eigenschaften des F.P. die hohe Wahrscheinlichkeit, daB das F.P. und
das M.P., nach ihrer chemischen Struktur, sehr nah, wenn nicht ganz
identisch sind. [Das F.P. ist: nach Minakow's) — bei der Fixation in
den schwachen Losungen des Formalins — Methdmoglobin, in 10 proz. —
saures Hamatin, nach Puppe!®) — saures Hamatin, nach Heilel?) —
Hiamatin (bei der Einwirkung des Formalins auf das frische Blut) — Ha-
mochromogen (angefaultes Blut), nach Haurowitz18) — Kathamoglobin,
d. h. eine Kolloidverbindung des «-Hamatins und der durch Reagentien-
wirkung mehr oder weniger verinderten Proteinkomponente des Blut-
farbstoffes.]

Bei der Entscheidung dieser Frage ist es notwendig, noch eine Mog-
lichkeit nicht aus dem Auge zu lassen, nimlich, dal die Produkte der
Einwirkung des (NH,),S und der HCI(HNO,) alc. auf das sich in sub-
stantia und in den Schnitten befindliche Pigment verschieden von denen
sein konnen, die das Pigment in der Losung enthalten, was bei der
Uberfiihrung des Hamatins in das Himatoporphyrin ganz klar er-
scheint: das letzte ist nur bei der Einwirkung der H,SO, cone. auf.das
Pigment in substania zu bekommen.

Um das nachzupriifen, wurde von mir das M.P., mit 0,04 proz. KOH
ale. ausgezogen, mit destilliertem Wasser gewaschen und der Einwirkung
des (NH,),S und der HCl alc. ausgesetzt, die Lésungen dann spektrosko-
pisch und mit Hilfe der Berlinerblaureaktion gepriift. Im ersten Falle —
(NH,),S — war nur das Spektrum des Himochromogens zu sehen, bei
dem langeren Stehen das Spektrum eines Gemisches von Hamochromo-
gen mit alkalischem H&matin, im zweiten — (HCl ale.) — Spektrum des
sauren ‘Hamatins. Die Reaktion mit K,Fe(CN), war im letzten Falle
negativ; es war unmoglich dieselbe in der (NH,),S-Loésung durchzufiihren. .

Es scheint mir, daB diese Ergebnisse die Unaufspaltbarkeit des
M.P. in (NH,),S und HCI ale. bestétigen.

Fe-R. an dem in den Schnitten befindlichen M.P. war von mir nach
den Methoden Brown-Seyfarth gepriift, mit dem Unterschiede, daf} ich
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die Extrahierung des Hdmosiderins dwrch die 2 proz. COOH-COOH auf
24 Stunden verlingert hatte — in keinem meiner Fille war es mir ge-
lungen, die positive Fe-R. zu bekommen. (Die Moglichkeit eines zu
langen resp. zu kurzen Verweilens in dem Losungsmittel ist ausge-
schlossen.)

Also halte ich die Ergebnisse Browns, Seyfarths und E. Mayers
fiir irrig. Den Grund dieses Fehlers sehe ich in der unvollkommenen Ex-
traktion des Hdimosiderins, welches, sehr dicht mit M.P. vermischt, in
den Zellen des reticulo-endothelialen Systems vorkommt. ,

Als stichhaltiger betrachte ich ein anderes Verfahren, das maskierte
Eisen frei zu legen — das ist die Methode der Oxydation, welche zum
ersten Male, zwar nicht, in der Beziehung zum M.P., von Brown!?) vor-
geschlagen wurde. Unter der Wirkung des H,0, (Perhydrol, Katarol)
entfarbt sich das M.P. sehr schnell. Brown, der diesen Vorgang mikrosko-
pisch betrachtet hatte, bemerkte, dal diesem Prozesse nicht eine Ent-
farbung, wie es bei Melaninen der Fall ist, sondern eine Losung des M.P.
zugrunde liegt. Seyfarth bestdtigt das.

Bei der Einwirkung des H,0, auf das extrahierte M.P. (¢n sub-
stantia) bemerken wir eine fast augenblickliche Entfirbung desselben
und eine Uberfiihrung des M.P. in die Losung, welche ganz klar und
vollstandig farblos ist. Die Reaktion der Entfirbung ist irreversibel —
es war mir nicht gelungen, das entfirbte Pigment durch reduzierende
Mittel zu entwickeln.

Die Methoden der Oxydation zur Aufspaltung des Hamatins sind
in der organischen Chemie stark verbreitet. Kiister?®) sagt, daB ,,schon
geringe Mengen von Sauerstoff hinreichen, um in saurer Lésung Hima-
tinséure zu bilden, allerdings in geringer Menge®, d. h. bei der Oxyda-
tion des Hamating haben wir es mit einem Zerfall des Molekiils mit
Freilegung des Fe zu tun.

Aber auch mit dieser Methode gelang es mir nicht, eine positive
Fe-R. am M.P. zu bekommen — im Schnitte 16st sich das M.P. deutlich,
doch weder K,Fe(CN); noch KCNS gaben eine positive Fe-R. (Hémo-
siderin wurde vorldufig durch 2 proz. COOH-COOH [24Stunden]entfernt.)

Um jede Moéglichkeit technischer Fehler auszuschlielen, habe ich
die Wirkung des H,0, auf das aus der 0,04 proz. KOH-alc.-Losung aus-
gedampfte M.P. iberpriift, einige Tropfen 10proz. HCl zur Lésung
hinzufiigend. Es ist unmoglich, die Berlinerblaureaktion in der mit
aktivem O gesattigten Mitte anzustellen, da die reine Fe-freie Perhydrol-
losung mit K,Fe(CN), sich stark griinlich farbt. Um den aktiven O zu
entfernen, habe ich Manganumperoxyd (MnO,) angewandt, welches als
Katalysator wirkt und vollsténdig unléslich in Wasser resp. Perhydrol ist.

Die Losung des M.P. nach der Wirkung des MnO, blieb farblos und
klar — aber die Proben mit K,Fe(CN); und KCNS waren wiederum
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negativ ausgefallen. Inzwischen war die Zerstorung des M.P. unter der
Wirkung des H,0, sehr tief gegangen, denn spektroskopisch war die
Losung inaktiv. _

Zum Schlusse des Abschnittes iiber die Eisenreaktionen am M.P.

mub ich sagen, daf3 die von Brown und Seyfarth vorgeschlagenen Me-
thoden sich nicht rechtfertigen.
- Meine Bestrebungen, das M.P. durch Reduktionsmittel zu entfirben,
waren erfolglos: es ist moglich, daB das von mir angewandte Mittel
(Ac. pyrogallicum 10 proz.) zu schwach war; andére mehr aktive Mittel
waren zu eingreifend, um sie zu histio-chemischen Zwecken anwenden
zu konnen. ‘

In keinem meiner Fille habe ich doppelbrechende M.P.-Kérnchen
gesehen. Kaiserling?'), der auch die Doppelbrechung des M.P. bestreitet,
sieht die Fehlerquelle Schaudinns in der unvollkommenen seitlichen
Verdunkelung des Priparates: infolgedessen gab es Bedingungen,
analog denen der Dunkelfeldbeleuchtung.

Wie aus der Literatur ersichtlich ist, sind die chemischen und spektro-
skopischen Eigenschaften des M.P. ganz iibereinstimmend mit denen
des Hamatins. Als ein sehr wichtiger Beweis der zweifellos hématinogenen
Natur des M.P. erschien mir die Moglichkeit, die Haminkrystalle aus
dem M.P. zu bekommen. Die amorphe Masse des durch 0,04 proz.
KOH ale. aus der Malariamilz extrahierten M.P. gibt typische Teich-
mannsche Krystalle. Die Methode ist die in der Histologie gewohnlich
gebrauchte; es ist besser, doch anstatt NaCl NaJ zu benutzen.

Die erhaltenen Krystalle hatten eine typische charakteristische Form
der Haminkrystalle, mit allen ihren histio-chemischen Eigenschaften,
von schwarzer und braunschwarzer Farbe (EinfluB des J) und von
verschiedenen Ausmallen (Lénge von 8 bis 25 w, Breite von 1,45 bis
7 m).

Die physiologische Chemie unterscheidet einige Arten von Hama-
tinen. Welcher Art das M.P. ist, steht noch unaufgeklirt. Am wahr-
scheinlichsten wire es zum ,,Verdauungshimatin® zu zihlen. Eine der,
Eigenschaften des letzteren ist die Féahigkeit, unter der Wirkung der
HCI cone. sehr leicht Haminkrystalle zu bilden. Doch konnte ich mit
Hilfe der HCI. conc. keine Haminkrystalle aus dem ausgedampften
M.P. bekommen — es ist aber nicht auszuschlieBen, daB unter der
Wirkung der Lauge noch unbekannte Anderungen in der Struktur des
M.P. vorkommen kénnen, entsprechend denen des Himatins, welches aus
Hamin unter Einwirkung der Lauge zu bekommen ist, und das unfihig
bleibt, aufs neue die Himinkrystalle zu bilden. Sogar unter der Wirkung
der CH,COOH + NaCl [Kiisters2)],

Es sei mir gestattet, Herrn Prof. Dr. Dobiasch (Vorstand des Physi-
schen Laboratoriums der M.-M. Akademie) und Herrn Prof. Dr. M. Iljin
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(Vorstand des Physiologisch-Chemischen Laboratoriums der M.-M. Aka-
demie), meinen verbindlichsten Dank auszusprechen, dem ersten fiir
seine hochst liebenswiirdige Ubernahme der spektroskopischen Untér-
suchungen und dem zweiten fiir sein sténdiges Entgegenkommen mit
sachkundigen Ratschligen.
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