( Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Leipzig. — Direktor: Professor
B Dr. Hueck.)

Uber Oxydation melaninartiger Substanzen im Gewebe.

Von
Dr. Hans Goldmann.

(Bingegangen am 5. Januar 1926.)

Brahn konnte im Urin von Patienten mit melanotischen Gewichsen
durch Oxydation mit Kaliumpersulfat Vorstufen des Melanins in Melanin
iberfithren. Erempfiehlt der Klinik, das Erhitzen des Harns mit Kalium-
persulfat als eindeutigen Nachweis des Melanins im Harn einzufithren.
Brahn stellt weiter zur Erorterung, inwieweit die Oxydation mit Kalium-
persulfat fiir histologische Zwecke brauchbar ist. Auf Veranlassung und
unter Versuchsleitung von Fraulein Dr. Schmidtmann habe ich die
Reaktion in Gewebsschnitten gepriift.

Die ersten Untersuchungen wurden an der Haut in der Weise vor-
genommen, daf3 Hautstiickchen, in zwei gleiche Teile geschnitten, durch
Kochen 1. in destilliertem Wasser und 2. in Kaliumpersulfatlosung fixiert
wurden. Die von den Stiickchen angefertigten Gefrierschnitte wurden
mit Carmin kerngefirbt und dann der Pigmentgehalt verglichen. KEs
zeigte sich dabei ein verschiedenes Verhalten: Bei kurzem Kochen war
im allgemeinen der in der Kalinmpersulfatlésung gekochte Schnitt pig-
mentreicher als der im Wasser gekochte Vergleichsschnitt, bei laingerem
Kochen war das Verhalten meist umgekehrt. Daraus schien hervorzu-
gehen, dall das Kaliumpersulfat in zwelerlei Form im Gewebe oxydativ
wirken kann: Erstens vorher nicht geférbte Substanzen in pigmentartige
tberfiihren, zweitens Pigmente zu farblosen Substanzen oxydieren.

Um den Verlauf dieses Oxydationsprozesses besser verfolgen zu kon-
nen, war es winschenswert, ihn moglichst langsam ablaufen zu lassen.
Nach verschiedenen Versuchen haben wir schlieBlich folgende Technik
angewandt: Die zur Untersuchung kommenden Organstiickchen wurden
in mehrere gleich groBe Teile geschnitten, ein Stiickchen wurde unbe-
handelt in Formalin fixiert, die anderen Stiickchen kamen in eine ge-
sattigte Losung von Kaliumpersulfat bei 37°. Aus dieser Losung wurden
sie zu verschiedenen Zeiten herausgenommen, kurz abgespiilt und in
Formalin fixiert. Die Gefrierschnitte wurden mit Mayers Carmin kurz
gefirbt, so daB nur die Kerne hellrot gefarbt waren, das Protoplasma un-
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gefdrbt blieb. Auf diese Weise 143t sich der Pigmentgehalt gut vergleichen.
Voraussetzung ist dabei, daf die Schnittdicke die gleiche ist.

Der Vorteil der Oxydation mit Kaliumpersulfat ist, da das Reagens
selbst in allen seinen Oxydationsstufen ungefirbt ist. Dadurch sind wir
beim Neuauftreten von Pigment in der Zelle zu dem Schlufl berechtigt,
dafl dieses neue Pigment durch Oxydation vorher ungefirbter Zell-
bestandteile entstanden ist.

Kiinstliche Pigmentationen wurden postmortal in tierischen Geweben
durch Meirowsky und Bloch auf verschiedene Weise zustande gebracht,
und man wird sich die Frage vorlegen, in welcher Beziehung diese Ver-
suche zu unserer Reaktion stehen. Block gibt zu dem Gewebe eine zu
braunem Farbstoff oxydierbare Substanz und schliefit aus der Braunfir-
bung auf das Vorhandensein von Zelloxydasen, die auch im lebenden Orga-
nismus die ungefirbte Pigmentvorstufe in dag Pigment iiberfithren. Der
positive Ausfall der Reaktion nur in den Epithelien spricht dafiir, dal3
spezifische Eigenschaften bestimmter Zellen hier von Bedeutung sind,
wenn sich die Mitwirkung des Luftsauerstoffes bei der Oxydation auch
nicht ausschliefen 1403t. .

Unsere Reaktion will, wie dies auch die Meirowshyschen Versuche
tun, gerade die andere Komponente des Pigmentierungsvorganges be-
stimmen, ndmlich das Vorhandensein ungefarbter Substanzen, die sich
zu Pigmenten oxydieren lassen. HEs entsteht nun die Frage, konnen wir
diese kiinstlich hervorgerufene Pigmentation mit dem natiirlichen Ablauf
des Pigmentationsvorgangs vergleichen und die nachgewiesenen, zu Pig-
ment oxydierbaren Substanzen als die natiirlichen, ungeféarbten Melanin-
vorstufen ansehen ? Es geben bei der Oxydation mit Kaliumpersulfat im
Reagensglas eine Reihe sehr verschiedener Substanzen braune, dem
Melanin #hnliche Oxydationsprodukte, z. B. Tyrosin, Brenzcatechin,
einige Himatoporphyrine. Die braunen Farbkorper lassen sich zum
Teil auch durch Siure fillen. Wir kénnen also aus den im wesentlichen
physikalischen Eigenschaften des entstandenen Pigments nicht auf die
chemische Natur der ungefarbten Vorstufe schliefen, mit anderen
Worten: Die Reaktion fithrt uns dem Problem der chemischen Konsti-
tution des Melanins nicht ndher. DaB wir aber durch die kiinstliche Oxy-
dation den natiirlichen Vorgéngen entsprechende Verhéltnisse geschaffen
haben, macht uns folgender Versuch wahrscheinlich. Es wurde von einer
Leiche (142/24) ein Stiickchen Haut vier Stunden post mortem in der
iiblichen Weise behandelt und untersucht, das angrenzende Hautstiick-
chen erst siebzehn Stunden danach der Behandlung unterzogen. Das
erste Hautstiickchen zeigt eine geringe Vermehrung des Pigments in den
basalen Epithelien nach einstiindiger Kaliumpersulfatbehandlung. Das
zweite Stiickchen war unbehandelt pigmentreicher, eine Vermehrung des
Pigments durch die Kaliumpersulfatbehandlung war nicht mehr zu er-
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zielen. Es geht also aus dem Versuch hervor, daf durch den Luftsauer-
stoff bei geniigend langer Einwirkungszeit die gleiche ijerfﬁhrung un-
gefirbter Substanzen im Pigment statthaben kann wie durch das Kalium-
persulfat. Es liegt nun nahe anzunehmen, dafl die Oxydation bei dem
kiinstlichen ProzeB wohl an den gleichen Zellbestandteilen angreift. Zu
dem ist fiir die Annahme, daB in den untersuchten Zellen Hamatopor-
phyrine die Reaktion bedingen, kein Anhaltspunkt. Es blieben von den
obengenannten Substanzen dann noch Tyrosin und Brenzcatechin. Beide
Substanzen sind aber gerade EiweiBlabbauprodukte, die als Melaninbild-
ner in Frage gezogen werden. Es 146t sich also kein abschlieendes Urteil
iiber den chemischen Ablauf des Prozesses geben, sondern nur mit grofler
Wahrscheinlichkeit annehmen, daf} durch die Kaliumpersulfatbehandlung
eine Uberfithrung der Pigmentvorstufen in Pigment statthat.

Es wurde auf die oben beschriebene Weise zunéchst eine grofiere An-
zahl von Hautstiickchen untersucht, zum Teil noch dem Berliner, groB-
tenteils dem Leipziger Sektionsmaterial entstammend. Dabei sollte fest-
gestellt werden, wo sich vorwiegend zu Pigment oxydable Substanzen
befinden, ob diese ungefarbten Substanzen in einer Beziehung zu schon
vorhandenem Pigment, ferner zum Alter, Geschlecht, Haar, Hautfarbe
und zur Todeskrankheit stehen. Es mulBte dabei, wie es der oben be-
schriebene Versuch erkennen lifit, auf die zwischen Tod und Unter-
suchung verstrichene Zeit genau geachtet werden.

Zur raschen Orientierung sind die Befunde in Tabellenform in der
Weise gebracht, daB zunichst die Menge und Lage des Pigments im un-
behandelten Schnitt durch folgende Zeichen angegeben ist:

0 = kein Pigment.

(+) = wenig Pigment.

+ = miflig viel Pigment.

-+ - = reichlich Pigment.

+ -+ = sehr reichlich Pigment.

In den darauffolgenden Spalten wird angegeben, ob im Vergleich
zum vorhergehenden Schnitt eine Vermehrung oder Verminderung des
Pigmentes eingetreten ist. Dabei bedeutet:

0 == der Schnitt zeigh den gleichen Pigmentgehalt wie der Vorhergehende.'

(—) = geringe Abnahme des Pigments.

— = deutliche Abnahme des Pigments.
— — == gtarke Abnahme des Pigments.
—{—>0) = Abnahme des Pigments bis zum vélligen Verschwinden.
(4) = geringe Zunahme
+ = deutliche Zunahme
-4 = starke Zunahme

des Pigments verglichen mit dem vorhergehen-
den Schnitt.

Legt man sich zunéchst die Frage vor, ob bei den Versuchen sich das
Pigment der Epithelien von dem der Chromatophoren unterscheidet, so
148t sich wohl sagen, dafl im allgemeinen in der Haut ungefirbte Vor-
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stufenam hiufigsten und reichlichsten in den Epithelien, und zwar nament-
lich in den basalen Epithelien vorkommen. Es ist aber durchaus nicht so,
da} die Chromatophoren nur fertiges Pigment fithren, sondern auch hier
148t sich durch die Oxydation in manchen Fallen eine Vermehrung oder
ein Neuauftreten von Pigment nachweisen. Dabei handelt es sich meist
um Félle, bei denen das Epithel selbst sehr pigmentreich ist, und hier
liegen auch die pigmentierten resp. die nach der Kaliumpersulfathbehand-
lung pigmentierten Chromatophoren meist unter den am stérksten pig-
mentierten Epithelbezirken.

Im allgemeinen besteht ein Parallelismus zwischen Stiirke der Pig-
mentation und Reichtum an Pigmentvorstufe in dem Epithel der Haut
nicht. Wohl zeigen einzelne stark pigmentierte Fialle noch eine sehr
starke Reaktion, mitunter ist aber auch gerade das Gegenteil festzu-
stellen: daB wenig pigmentierte Stellen noch reichlich in Pigment iiber-
fiihrbare Substanz enthalten, die stark pigmentierten, bei der Oxydation
aber sofort gebleicht werden. So enthalten z. B. die Epithelien der Bauch-
haut bei Sektion 423/24 sehr reichlich melanotisches Pigment. Durch die
Oxydation wird zunschst keine Anderung in dem mikroskopischen Bild
hervorgerufen, erst nach vierstiindigem Einwirken des Kaliumpersulfats
eine geringe Vermehrung, nach sechsstiindiger Behandlung eine starke
Vermehrung des Pigments in den Epithelien, erst nach vierundzwanzig-
stiindiger Einwirkung ist das Abblassen des Pigments feststellbar. Es
scheinen also, ganz abgesehen von den Aligemeinbedingungen des Orga-
nismus, bestimmte lokale Bedingungen fiir die Oxydation der Pigment-
vorstufen von Bedeutung zu sein. Vielleicht wiirde die gleichzeitige Unter-
suchung auf den Gehalt oxydabler Substanzen und oxydierender Fer-
mente in der Zelle uns in dieser Frage weiterfiihren.

Haben nun das Alter oder Erkrankungen einen Einflul} auf die Ab-
lagerung ungefirbter Pigmentvorstufen in den Zellen? Was ist als das
,,Normale* anzusehen? Oxydiert die gesunde Zelle nur eine bestimmte
Menge der angebotenen Stoffe zu Pigment und behilt sozusagen ,,eine
Reserve®, oder ist das Normale, daB alles zu Pigment oxydiert wird und
nur die geschidigte Zelle diese Funktion nicht mehr ausfiihren kann?

Beim kindlichen Organismus findet sich (vergleiche Tabelle) fast stets
wenig fertiges Pigment in den Hautepithelien, wohl aber immer noch zu
Pigment oxydable Substanzen.

Im Alter von 15 bis 30 Jahren ist der Befund ein wechselnder, im
allgemeinen ist im unbehandelten Schnitt ein gréflerer Pigmentgehalt
gar nicht selten. AuBlerdem unterscheiden sich hier die Koérpergegenden,
von denen die Haut entnommen ist, sehr wesentlich in ihrem Pigment-
gehalt. Indenmeisten Féllen sind neben dem Pigment noch farblose Vor-
stufen nachweisbar. Es zeigt sich dabei bereits die Eigentiimlichkeit, daf}
manche derartige Substanzen sich erst nach sehr starker Kaliumper-



Uber Oxydation melaninartiger Substanzen im Gewebe. 209

sulfatbehandlung in Pigment tiberfithren lassen, so daB in einzelnen F4l-
len durch die Kaliumpersulfatbehandlung zunédchst eine Bleichung des
schon vorhandenen Pigments erzielt wird und erst darauf eine Vermehrung
des Pigments durch Neubildung folgt.

Im hoheren Alter treten verhiltnismaBig hiufiger Fille auf, bei denen
unpigmentierte Pigmentvorstufen anscheinend fehlen und durch die
Kaliumpersulfatbehandlung nur eine Bleichung schon vorhandenen Pig-
ments erzielt wird.

Beim Vergleich der Fille, bei denen auch im hoheren Alter Pigment-
vorstufen nachzuweisen sind, mit den Fillen, wo diese Vorstufen fehlen,
ist bemerkenswert, dafB es sich fast immer um chronische Todeskrank-
heiten handelt, die mit einer starken Abmagerung oder Kachexie einher-
gehen, wihrend bei infektitsen Prozessen anscheinend weniger derartige
Pigmentvorstufen vorhanden sind. Betrachtet man von diesem Gesichts-
punkt aus auch die Befunde der jiingeren, so scheinen auch hier die zeh-
renden Krankheiten eine besondere Rolle zu spielen. Das untersuchte
Material ist noch nicht grof3 genug, um unterscheiden zu lassen, ob essich
in diesen Fallen um ein Mehrangebot an EiweiBlabbauprodukten oder um
eine herabgesetzte Oxydierungsfahigkeit der Zellen handelt. Der in
manchen Fillen sehr geringe Pigmentgehalt im unbehandelten Schnitt
1Bt diese letzte Moglichkeit immerhin mit in Erwigung ziehen.

Die gleiche Frage wire auch fiir den verschiedenen Pigmentgehalt der
Haut bei dunklen und helleren Personen zu erwégen. Auch hier 148t sich
eine Entscheidung noch nicht. fillen. Der Nachweis von durch Kalium-
persulfat oxydierbaren Substanzen in den wenig pigmentierten Zellen
zugleich mit den Blockschen Befunden des Mangels an Dopaoxydase
witrden dafiir sprechen, daf diesen Zellen nur die Oxydierungsfédhigkeit
fehlt, ihnen aber die gleichen EiweiBlabbauprodukte zugefiihrt werden.
Gegen diese Auffassung spricht aber der negative Ausfall unserer Reak-
tion in der Haut des albinotischen Kaninchens.

Einer besonderen Betrachtung bediirfen die Falle bestrahlter Haut
sowie die besonderen Pigmentierungsverhiltnisse bei der Schwanger-
schaft. Die wenigen Falle unseres Materials gentigen nicht, um in diesen
Fragen irgendwie Stellung zu nehmen.

Es blieb nun noch zu untersuchen, wie verhalten sich die iibrigen
autochthonen Pigmente zur Oxydation mit Kaliumpersulfat? Gepriift
wurde das Verhalten des Leber-, Herzmuskel- und Nebennieren Pigments.
Auch hier 186t sich eine Bleichung des schon vorhandenen Pigments und
eine Neubildung von Pigment durch Oxydation unterscheiden. Im all-
gemeinen steht bei der Untersuchung der Leber die Bleichung des Pig-
ments im Vordergrund, ungefirbte Pigmentvorstufen lassen sich im all-
gemeinen in sehr viel geringerem MaBe nachweisen als in der Haut. Vor
allem -fehlen sie in der Leber von Kindern und Jugendlichen. Fiir das
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Vorhandensein von Pigmentvorstufen in der Leber scheinen chronische,
zehrende Krankheiten eine besondere Bedeutung zu haben. Da wir bei
diesen Erkrankungen auch eine reichliche Pigmentierung der Leberzellen
haben, so geht hier oftmals Menge des fertigen Pigments und Menge der
Pigmentvorstufe einander parallel. Aber auch hier kommen Ausnahmen
vor. Immerhin hat man in manchen Fillen den Eindruck eines Uber-
angebots pigmentfahiger Substanzen.

In zwanzig Fallen wurde das Herzmuskelpigment untersucht, nur in
drei Fallen war durch die Kaliumpersulfatbehandlung eine Vermehrung
des Pigments zu erzielen; in den {ibrigen Fallen trat mehr oder minder
rasch eine Bleichung des Pigments anf.

In den wenigen untersuchten Fallen von Nebennierenpigment war eine
Vermehrung des Pigments in den meisten Fallen zu erzielen. (Der Einwand,
daf3 Adrenalin eine solche Reaktion hervorrufen konnte, ist von vornherein
hinfallig, da Adrenalin durch Kaliumpersulfat zu einem rosafarbenen
Oxyadrenalin oxydiert wird.) In einem Fall, bei einem dreijghrigen Kind,
trat sogar in der vorher nicht pigmentierten Nebenniere Pigment auf.

Ein eigenartiges Verhalten zeigt das Pigment der Samenblasen. Hier
1aBt sich durch die Oxydation im Epithel eine Neubildung von Pigment
erzielen, wahrend das Muskelpigment stets vermindert wurde.

Fassen wir die Untersuchung zusammen, so 148t sich sagen:

Durch die Oxydation mit Kaliumpersulfat lassen sich ungefiirbte
Zellbestandteile in braune Pigmente iiberfithren, die morphologisch sich
vom Melanin nicht unterscheiden. Schon vorhandenes melanotisches Pig-
ment wird durch die Kaliumpersulfatbehandlung mehr oder minder
stark gebleicht. Es lassen sich derartige ungefirbte Vorstufen des Pig-
ments in der Haut am reichlichsten in den basalen Epithelien nachweisen,
gie kommen aber auch, wenn auch seltener und spérlicher, in den Chroma-
tophoren vor. Das sogenannte ,,braune Abnutzungspigment* zeigt gegen-
iiber dem Kaliumpersulfat grundsitzlich das gleiche Verhalten. Auf-
fallend ist, wieungewohnlich selten im Herzmuskel Pigmentvorstufen nach-
weigbar sind, vielleicht ist dieser Befund mit dem negativen Befund der
Pigmentvorstufen in der glatten Muskulatur der Samenblase vergleichbar.

Wird diese unpigmentierte Vorstufe in der Zelle selbst gebildet, oder
wird sie mit dem Saftestrom zugefithrt ? Mit anderen Worten: Sind diese
Pigmente in dem Sinne autochthon, daf sie aus Zellbestandteilen am Fund-
ort gebildet werden, oder werden die Pigmente als Endprodukte des Ge-
samteiweiBstoffwechsels in bestimmten Zellen ahgelagert? Vielleicht
lieBe sich auf Grund des Nachweises besonders reichlicher Pigmentvor-
stufen bei an zehrenden Krankheiten Verstorbenen an diese letzte Mog-
lichkeit denken. Beantworten la8t sich mittels der Reaktion im Gewebe
diese Frage noch nicht; hier werden Serumuntersuchungen uns vielleicht
weiterfilhren.



