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Electron-microscopic Investigations of the Homogentisic acid-melanin tn Ochronosis

Summary. The structure of the pigment in ochronosis is investigated in tissue and after
isolation. The results are compared with other melanins.

Zusammenfassung. Die Struktur des im Gewebe abgelagerten und des isolierten Pigmentes
bei Ochronose wird elektronenmikroskopisch untersucht. Die Befunde werden mit anderen
Melaninen verglichen.

Die verschiedenen Melanine werden von SCHREIER (1955) nach jener chemi-
schen Verbindung benannt, die der Oxydation und Polymerisation der Oxy-
phenyl- und Aminophenylkérper vorangeht. Wihrend das vom 3,4-Dioxyphenyl-
alanin (Dopa) abgeleitete Melanin héufig submikroskopisch analysiert wurde
(Ubersichten bei DrocEMANS, 1963, und bei RiLry und ForrNer, 1963), fehlen
entsprechende Berichte fiir das in Aorta und Knorpel abgelagerte Homogentisin-
séure-Melanin der Ochronose, das sich bereits histochemisch vom gewdhnlichen
(Dopa-) Melanin unterscheide (HuEck, 1921). Wir legen deshalb Befunde vor,
die an zwei Ochronose-Kranken und an zwei Patienten ohne Tyrosin-Stoffwechsel-
storung erhoben wurden.

Material und Methode

1. Untersuchte Gewebe. a) Pigmentierte, pigmentarme und makroskopisch pigmentfreie
Aorta eines 71jahr. Mannes (Sekt.-Nr. 2077/65) und einer 73jahr. Frau (Sekt.-Nr.1136/67)
mit einer Ochronose. In dem einen Fall wurde auflerdem pigmentierter Tracheal- und Rippen-
knorpel sowie Nierengewebe untersucht; b) Herzmuskel und Aorta eines 16jihrigen Patienten
mit generalisierter Calcinose infolge renaler Osteodystrophie (Sekt.-Nr. 698/66); c) Aorta
eines 64jihrigen Mannes mit schwerer allgemeiner Arteriosklerose und einer Aortenwandruptur
infolge Medionecrosis aortae (Sekt.-Nr. 1652/65); d) Pigmentepithel der Retina erwachsener
Hunde. Die Pigmentgranula dienten dem Vergleich. Die Augen wurden frither hinsichtlich
diabetischer Netzhautschiiden untersucht.

2. Isolierung des Pigmentes. Aus Rippenknorpel der beiden Patienten mit Ochronose wurde
das Pigment nach Jan~ey (1918) isoliert! und vor und nach Alkohol- und Atherextraktion
(Coorrr und Morax, 1957) zur elektronenmikroskopischen Untersuchung pripariert. Die
Léslichkeit des Pigmentes wurde in 5% KMnO,, 5% KOH, 3 und 30% H,0, (mit und ohne
Zusatz von maximal 0,5% KOH, pH 8—11), Phosphorwolframséure (0,5%ig und geséttigt
in 70% Aceton) und in 20% Natriumkarbonat geprift. Um festzustellen, ob sich mit dieser
Priparationsmethode auch Pigmente bei nicht ochronotischen Patienten gewinnen lassen,
wurde das gleiche Verfahren bei Rippenknorpel eines 76jéhrigen Mannes mit schwerer Arterio-
sklerose und Diabetes mellitus (Sekt.-Nr. 1948/67) und einer 46jahrigen Frau mit einem mali-
gnen Meningiom (Sekt.-Nr. 1940/67) angewendet.

1 Die Priparation hat die Chemie-Laborantin Friulein IN¢EBORG BrAUN durchgefiihrt.
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3. Elektronenmikroskopische Prdparation. Das nur in phosphatgeputfertem Glutaraldehyd,
allein in Os0, oder nacheinander in beide Lésungen eingelegte Material wurde in Vestopal W
oder Araldit eingebettet. Einige Gewebsstiicke wurden wihrend der Entwisserung mit 0,5%
Uranylacetat und 0,5% Phosphorwolframsiure kontrastiert. Die mit dem Mikrotom nach
v. ARDENNE-WESTMEYER angefertigten Dunnschnitte wurden vor und nach ,,Elektronenfir-
bung® mit filtrierten (Fucas, 1966) komplexen Bleithydroxyden nach MiLrLoNig im elektro-
statischen 50 kV-Zeiss-Elektronenmikroskop D 2 untersucht. Ferner wurde eine Bleichung
des Pigmentes mit 5% KOH, 5%KMnO, nach DrocEMANS (1960) und mit 3% H,0, erprobt,
dem 0,5% KOH zugefiigt wurde. AnschlieBend wurden die Blenden in 1% Essigsiiure gespiilt
(STrAUSS, 1932).

Ergebnisse

Die reifen Pigmentgranula sind rund, oval oder langgestreckt und polymorph
{(Abb. 1, b1, b3). Ihre GroBe liegt zwischen ~40nm und ~2,4:~1,0 um. Be-
reits nach Fixierung nur mit Glutaraldehyd sind sie sehr elektronendicht (Abb. 1,
b2; zum Vergleich dazu das OsO,-fixierte Granulum b1). In einigen Fillen treten
nach Kontrastierung mit Phosphorwolframséure kleine Vacuolen im Inneren
der Pigmentgranula auf (Abb. 2a). Gleichfalls selten sind dichte Granula, die
Pigmentkérper teilweise aufbauen (Abb. 1, b4). Die Pigmentkorper liegen vor-
zugsweise extracelluldr; selten werden sie auch in glatten Muskel- oder Knorpel-
zellen bzw. in Hauptstiickepithelien der Niere gefunden. Ausnahmsweise werden
sie im Zellkern angetroffen. Intracelluldr liegen auBerdem andere Korper, deren
Zuordnung zu dem Ochronose-Pigment nicht gesichert ist (Abb.1, b8, b9).
Extracellulir finden sich weitere Strukturen, die mit Sicherheit (Abb. 1, b6)
oder Wahrscheinlichkeit (Abb. 1, b5, b7) nicht aus Melanin bestehen.

In der Aorta der Kontrollifille werden gleichartige elektronendichte Korper
sehr selten extracellulir gefunden. Bei der generalisierten Calcinose liegen Kristallite
(Abb. 1a) in Mitochondrien und im Grundplasma.

Das isolierte Pigment zeigt vor Alkohol- und Atherextraktion scharf oder un-
scharf begrenzte isolierte oder zu gréferen Komplexen zusammengelagerte Gra-
nula (Abb. 1, ¢10) in wolkigen und granuldren, mafig dichten Bezirken. Daneben
treten kristallartige Strukturen unterschiedlicher Dichte (Abb. 1, ¢11) und Mem-
branen (Abb. 1, ¢12) auf. Nach Extraktion mit den Lipoidlésungsmitteln besteht
der gesamte Schnitt fast ausschlieBlich aus ziemlich elektronendichtem Material,
in dem Granula seltener abgegrenzt werden kénnen. Pigmentkornchen lésen sich
innerhalb von 2 Std in H,0, (30% oder 3%, pH 8—11 mit KOH-Zusatz) und in
5% KOH. In 5% KMnO,, in Phosphorwolframséiure (0,5% und gesittigt) und
in 30% H,0, ist innerhalb von 45 Std keine Auflésung erzielt worden. Die zur
elektronenmikroskopischen Préparation verwendeten Chemikalien 16sen oder ent-
farben das Pigment nicht. Aus 40 g Rippenknorpel wurden 970 mg Pigment
gewonnen. Bei den Kontrollfillen hat sich lediglich bei der ersten Ausfillung
mit Essigsdure ein Niederschlag gebildet. Nach erneutem Losen des Riickstandes
mit Natriumkarbonat und wiederholter Ausfillung mit Essigsdure wurden keine
Niederschlédge erhalten. Demnach ist es nicht gelungen, in den Kontrollfillen
Pigmente zu isolieren.

Da elektronenoptisch Vorstufen (Melanosome zum Beispiel) der dichten Pigment-
granula nicht gefunden wurden, sind Diinnschnitte frei schwimmend oder nach
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Abb. la—ec. Synopsis einiger Strukturen bei generalisierter Calcinose (a) und Ochronose

im Gewebe (b) und im isolierten Pigment vor Alkohol- und Atherextraktion (c). Extracellulir

liegen 1——7, intracelluldr 8 und 9. El Elastische Faser. Herzmuskulatur (a), Aorta (I—3, 4,

7—39), Trachealknorpel (4, 6). VergréBerung 24850mal (Ausnahmen: a 42600mal, b 6 28400mal,
b7 9230mal)

Abb. 2a—g. Feinbau der Pigmentgranula bei Ochronose. Optisch leere (a) oder mit zentralen

Granula versehene Vacuolen (¢, d, Pfeil). Dichte Granula an der Pigmentkorperbegrenzung

(b, c, d, einfach gestrichelter Pfeil). Heller Hof (f, g). Fibrillen (e, doppelt gestrichelter Pfeil).

Behandlung des Diinnschnittes 40 min nach DrocaHMANS (1960) (¢) bzw. 120 min nach STRAUSS

(1932) (b—d, {, g). Kiirzer belichtete Aufnahme des Kérpers b3 der Abb. 1 (a). VergréBerung
28 400mal (a), 42 600mal (b, ¢, e, f, g), 46 900mal (d)

17*
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Aufziehen auf befilmte Blenden mit 5% KOH, mit der Lésung von DROCEMANS
{(1960) und von StrAUSS (1932) behandelt worden. Mehrere pm dicke Schnitte
des eingebetteten isolierten Pigmentes lielen auch nach tagelanger Einwirkung
nur eine sehr geringe Aufhellung des dunkelbraunen Pigmentes erkennen. In
Diinnschnitten finden sich viele unverdnderte und einige ganz herausgeldste
Pigmentkorper. Selten werden weitere Strukturen erkennbar: dichte Granula,
die am Rand des Pigmentkorpers (Abb.2b) oder inmitten kleiner Vacuolen
(Abb. 2¢, d) liegen ; zentrale (Abb. 2f) oder exzentrische (Abb. 2g) optisch hellere
Hofbildung ; eine dunklere Randschale (Abb. 2a); und Fibrillen (Abb. 2e).

Diskussion

Hine sichere morphologische Abgrenzung des Ochronose- Pigmentes von allen
anderen bekannten Melaninpigmenten ist nicht méglich, obwohl diese in Abhingig-
keit von Standort und Species unterschiedlich beschaffen sind (MovEer, 1963;
Tousmits, 1963). Die Dopa-Melanine bestehen aus einem Gemisch verschiedener
Oxydations- und Polymerisationsstufen des 5,6-Dioxyindols, deren chemische
Struktur bisher nicht aufzukliren war (ScHaaw, 1957). Elektronenmikroskopisch
ist nicht sicher zwischen Polymerisaten des Dopa- und des Homogentisinsiure-
Stoffwechsels zu unterscheiden. Einige Besonderheiten des Homogentisinsiure-
Melanins sollen im folgenden hervorgehoben werden. Im Gegensatz zu den
Melaningranula der Haut wird bei der Ochronose eine schmale grobgranulire
oder breite feingranuldre osmiophile Hille (DrocHMANS, 1963) zumeist ver-
miflt. Ferner fehlen bei unseren ochronotfischen Patienten stdbchenférmige
(Tousmis, 1963), helle zusammengesetzte (DrocmmANs, 1963) und gestreifte
(RaPPAPORT, NakAT und Swrrr, 1963) Pigmentkorper. Obwohl unter den von
uns gepriiften Bedingungen das sog. Homogentisinsdure-Melanin in Phosphor-
wolframsdure und Kaliumpermanganat in vitro unléslich ist, lieBen sich nach
,.Bleichung* am Diinnschnitt weitere Strukturen darstellen. Nach Behandlung
der Diinnschnitte mit einer diinnen Kalilauge-Losung gelingt ndmlich héaufiger
als nach Stiickkontrastierung mit Phosphorwolframsdure die Darstellung granu-
larer und bldschenférmiger Strukturen (Abb.2a—d), wie sie in dem Pigment
der Iris auftreten (Tousimrs, 1963). Dabei sind die im ochronotischen Pigment
beobachteten Granuls (Abb. 1, b4) Befunden an Pigmentkorpern der Kaninchen-
iris vergleichbar; diese sind anders als bei Mensch, Affe, Katze und Hund beschaf-
fen (Tousmmrs, 1963). Die zentrale Hofbildung (Abb. 2f) ist bereits in Melanopho-
ren des Axolotl beobachtet worden (DrocEMAaNs, 1963). Nach Einwirkung von
Kaliumpermanganat haben wir — allerdings sehr selten — Fibrillen in Pigment-
korpern gefunden (Abb. 2e). Das Melaninpigment lagert sich ndmlich einem fibril-
liren Gerust auf (DrocHMANS, 1963; SE1jI, SHIMAO, BIRBECEK, FITZPATRICK,
1963 u.a.). Auch chemisch ist Melanin ein Farblack, d.h. eine aus unldslichem
Farbstoff und wunloslichem Triger zusammengesetzte Verbindung (ScHAAF,
1957). Das Homogentisinsdure-Melanin liegt in Bestéatigung fritherer Angaben
zumeijst extra-, das Dopa-Melanin demgegeniiber intracelluldr. Obwohl anzuneh-
men ist, daf auch bei der Ochronose die Pigmentbildung intracelluldr erfolgt,
sind ohne chemische Bleichung Melanosomstrukturen nicht gefunden worden.
TFolglich wurden zur Zeit der Untersuchung keine neuen Pigmente gebildet.
Erst nach jahrzehntelangem Bestehen der Stoffwechselstorung soll die Pigment-
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bildung, deren genauere Kinetik unbekannt ist, auftreten (Lit. bei FRIEDERICH
und NTROLOWSKI, 1951).

Intracelluldre Strukturen, die unseren in Abb. 1 (b8, b9) dargestellten Befunden
dhnlich sind, finden sich auch im fibrésen arteriosklerotischen Beet (MARSHALL,
Apams, O’NeAL und pE Baxrgy, 1966). Die Autoren erértern, ob diese Gebilde
aus Lipoiden oder Lipoidpigment bestehen. Extracelluldre elektronendichte Gra-
nula treten selten auch bei der von uns untersuchten Calcinose auf. Vergleichbare
Befunde haben Yu und BLUMENTHAL (1963) an der verkalkten Aorta des Menschen
beschrieben. Allerdings lassen sich diese ,,0osmiophilen Knétchen* durch Entkal-
kung nicht entfernen. Sie fehlen auch bei der in-vitro-Verkalkung der Rattenaorta,
bei der unseren Kristalliten entsprechende typische Hydroxyapatitablagerungen
gefunden werden (MARTIN, ScHIFFMANN, BLapex und NYLEN, 1963). Wir haben
bei der Calcinose vorzugsweise am Rand einiger derartiger dichter Granula typi-
sche, aus Kalksalzen bestehende Kristallite beobachtet. Wir schliefen daraus,
daB bei dichter Lagerung das Apatit dem ochronotischen Pigment dhnlich sein
kann. Zur sicheren Unterscheidung von Pigment und anderen dhnlichen Koérpern
kann also wegen der mdglichen morphologischen Gleichartigkeit die chemische
und physikalische Charakterisierung erforderlich sein. Infolgedessen ist an Hand
bisheriger Mitteilungen noch nicht zu entscheiden, ob die Annahme zu Recht
besteht, bei der Ochronose sei lediglich eine orthologisch geringe Pigmentbildung
krankhaft gesteigert (Hurog, 1921).
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