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Electron-microscopic Investigations o/ the Homogentisic acid-melanin in Oehronosis 
Summary. The structure of the pigment in ochronosis is investigated in tissue and after 

isolation. The results are compared with other melaliins. 

Zusammen/assung. Die Struktur des im Gewebe abgelagerten und des isolierten Pigmentes 
bei Ochronose wird elektronenmikroskopiseh untersueht. Die Befunde werden mit anderen 
Melaninen verglichen. 

Die verschiedenen Melanine werden von SCHREIER (1955) nach jener chemi- 
schen Verb indung benann t ,  die der 0 x y d a t i o n  u n d  Polymerisa t ion der Oxy- 
phenyl-  und  AminophenylkSrper  vorangeht .  W/~hrend das vom 3,4-Dioxyphenyl-  
a lanin  (Dopa) abgeleitete Melanin h~ufig submikroskopisch analysier t  wurde 
(Ubersichten bei Dt~OCtlMANS, 1963, und  bei t~II, EY und  FOl~T~m~, 1963), fehlen 
entsprechende Berichte fiir das in Aorta  und  Knorpe]  abge]agerte Homogent is in-  
s/iure-Me]anin der Oehronose, das sieh bereits histochemisch vom gewShnliehen 
(Dopa-) Melanin unterscheide (ItlcEcx, 1921). Wir  legen deshalb Befunde vor, 
die an zwei Oehronose-Kranken u n d  an zwei Pa t i en ten  ohne Tyrosin-Stoffwechsel- 

stSrung erhoben wurden.  

Material und Methode 
1. Untersuchte Gewebe. a) Pigmentierte, pigmentarme und makroskopisch pigmentfreie 

Aorta eines 71jahr. Malines (Sekt.-Nr. 2077/65) und einer 73jahr. Frau (Sekt.-Nr.l136/67) 
mit einer Ochronose. In dem einen Fall wurde aul~erdem pigmentierter Tracheal- ulid t~ippen- 
knorpel sowie iNierengewebe untersueht; b) Herzmuske] und Aorta eines 16j~hrigen Patienten 
mit genera]isierter Calcinose infolge renaler Osteodystrophie (Sekt.-Nr. 698/66); e) Aorta 
eines 64jahrigen Mannes mit schwerer allgemeiner Arteriosk]erose ulid eilier Aortenwandruptur 
infolge Medioliecrosis aortae (Sekt.-Nr. 1652/65); d) Pigmentepithel der Retina erwachsener 
Hulide. Die Pigmentgranu]a dienten dem Vergleich. Die Augen wurden irflher hinsichtlich 
diabetischer Netzhautsehaden untersueht. 

2. Isolierung des Pigmentes. Aus Rippenknorpel der beiden Patienten mit Ochronose wurde 
das Pigment naeh JAI~-~Y (1918) isoliert 1 und vor ulid nach Alkohol- und Atherextraktion 
(CooPER und MoI~A~I, 1957) zur elektronelimikroskopischen Untersuehung prapariert. Die 
LSslichkeit des Pigmelites wurde in 5% KMnQ, 5% KOH, 3 und 30% H202 (mit und ohne 
Zusatz von maximal 0,5% KOH, pH 8--11), Phosphorwolframsaure (0,5%ig und gesattigt 
in 70% Aceton) und in 20% Natriumkarbonat geprtift. Um festzustellen, ob sich mit dieser 
Praparatiolismethode auch Pigmente bei nicht ochronotisehen Patienten gewinnen lassen, 
wurde das gleiche Verfahren bei Rippenknorpel eilies 76jahrigen Mannes mit schwerer Arterio- 
sklerose und Diabetes mellitus (Sekt.-Nr. 1948/67) und einer 46jahrigen Fr~u mit einem mali- 
gnen Meniligiom (Sekt.-~Nr. 1940/67) angewendet. 

1 Die Praparation hat die Chemie-Laborantin Fraulein INGEBORG BRAUN durchgeftihrt. 
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3. Elel~tronenmi]crost~opische Prgparation. Das nur in phosphatgepuffertem Glutaraldehyd, 
allein in 0sO~ oder nacheinander in beide L5sungen eingelegte Material wurde in VestopM W 
oder ArMdit eingebettet. Einige Gewebsstficke wurden w~hrend der Entwiisserung mit 0,5 % 
Uranylacetat und 0,5% Phosphorwolframsiiure kontrastiert. Die mit dem Mikrotom nach 
v. ARDENNE-WESTMEYER angefertigten Dfinnschnitte wurden vor und nach ,,Elektronenf~r- 
bung" mit filtrierten (F~:c~s, 1966) komplexen Bleihydroxyden nach MILLO~IG im elektro- 
statischen 50 kV-Zeiss-Elektronenmikroskop D 2 untersucht. Ferner wurde eine Bleichung 
des Pigmentes mit 5% KOH, 5%KMnQ nach DI~OC~A~s (1960) und mit 3% H202 erprobt, 
dem 0,5 % KOH zugefiigt wurde. AnschlieBend wurden die Blenden in 1% Essigs~ure gespfilt 
(ST~AVSS, 1932). 

Ergebnisse 

Die reifen Pigmentgranula sind rund, oval oder langgestreckt und polymorph 
(Abb. 1, b l ,  b3). Ihre Gr6fte liegt zwisehen ~ 4 0 n m  und ~ 2 , 4 : ~ l , 0 t z m .  Be- 
reits naeh Fixierung nur mit  GlutarMdehyd sind sie sehr elektronendieht (Abb. l, 
b2;  zum Vergleieh dazu das OsO4-fixierte Granulum b 1). In  einigen Fallen treten 
naeh Kontrastierung mit Phosphorwolframs~ure kleine Vaeuolen im Inneren 
der Pigmentgranu]a auf (Abb. 2a). GleichfMls selten sind diehte Granula, die 
PigmentkSrper teilweise aufbauen (Abb. 1, b4). Die PigmentkSrper liegen vor- 
zugsweise extracellul£r; selten werden sie aueh in glatten Muskel- oder Knorpel- 
zellen bzw. in Hauptstiiekepithelien der Niere gefunden. Ausnahmsweise werden 
sie im Ze]lkern angetroffen. Intraeel]uli~r liegen aul~erdem andere K6rper, deren 
Zuordnung zu dem Oehronose-Pigment nicht gesiehert ist (Abb. 1, b8, b9). 
Extraeelluli~r finden sieh weitere Strukturen, die mit  Sieherheit (Abb. 1, b6) 
oder Wahrseheinliehkeit (Abb. 1, b5, b7) nieht aus Melanin bestehen. 

In  der Aorta der Kontroll]iille werden gleiehartige elektronendiehte K6rper 
sehr selten extraeelluli~r gefunden. Bei der generalisierten CMeinose liegen KristMlite 
(Abb. 1 a) in Mitoehondrien und im Grundplasma. 

Das isolierte Pigment zeigt vor Alkohol- und Atherextraktion scharf oder un- 
scharf begrenzte isolierte oder zu grSl~eren Komplexen zusammengelagerte Gra- 
nula (Abb. l, e 10) in wolkigen und gr~nul/iren, m~Big dichten Bezirken. Daneben 
treten kristallartige Strukturen unterschiedlicher Diehte (Abb. l, e 11) und Mem- 
branen (Abb. l, c 12) auf. Naeh Extrakt ion mit  den Lipoidl6sungsmitteln besteht 
der gesamte Schnitt fast aussehlie~lich ans ziemlich elektronendichtem Material, 
in dem Granula se]tener abgegrenzt werden kSnnen. PigmentkSrnchen 15sen sieh 
innerhalb yon 2 Std in H~O 2 (30% oder 3%, pH 8--11 mit KOH-Zusatz) und in 
5% KOH.  In  5% KMnO4, in Phosphorwolframsi~ure (0,5% und ges~ttigt) und 
in 30 % H~02 ist innerhalb yon 45 Std keine AuflSsung erzielt worden. Die zur 
elektronenmikroskopischen Priiparation verwendeten Chemikalien 16sen oder ent- 
f/irben das Pigment nieht. Aus 40 g Rippenknorpel wurden 970 mg Pigment 
gewonnen. Bei den Kontrollf/illen hat  sich lediglich bei der ersten Ausf£11ung 
mit  Essigsaure ein Niedersch]ag gebildet. Naeh erneutem L6sen des Riiekstandes 
mit  Natr iumkarbonat  und wiederholter Ausf/illung mit Essigsi~ure wurden keine 
Niedersehli~ge erhMten. Demnaeh ist es nieht gelungen, in den Kontro]lfiillen 
Pigmente zu isolieren. 

Da elektronenoptisch Vorstu]en (Melanosome zum Beispiel) der diehten Pigment- 
granula nicht gefunden wurden, sind Dtinnschnitte frei sehwimmend oder naeh 
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Abb. l a--e.  Synopsis einiger Strukturen bei generalisierter Caleinose (a) und Oehronose 
im Gewebe (b) und im isolierten Pigment vor Alkohol- und Atherextraktion (e). Extraeellut~r 
liegen 1--7, intracellul~r 8 und 9. E1 Elastisehe Faser. Herzmuskulatur (a), Aorta (1--3, 5, 
7--9),Traehealknorpel(4,6).Vergr5Berung24850mal Ausnahmen: a 42 600mal, b 6 28 400mal, 

b 7 9 230real 

Abb. 2a--g .  Feinbau der Pigmentgranula bei 0chronose. Optiseh leere (a) oder mit zentralen 
Granula versehene Vaeuolen (e, d, Pfeil). Diehte Granula an der Pigmentk6rperbegrenzung 
(b, e, d, einfaeh gestriehelter Pfeil). Heller Hof (f, g). Fibrillen (e, doppelt gestriehelter Pfeil). 
Behandlung des Dfinnsehnittes 40 min naeh DZOC~-'~AS-S (1960) (e) bzw. 120 rain naeh STRAUSS 
(1932) (b--d, ~, g). Kiirzer beliehtete Aufnahme des KSrpers b3 der Abb. 1 (a). VergrSgerung 

28 400mM (a), 42 600mal (b, e, e, f, g), 46 900mal (d) 

17" 
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Aufziehen auf befilmte Blenden mit 5 % K0tI ,  mit der L6sung yon DI~OCHMANS 
(1960) und yon STRAUSS (1932) behandelt worden. Mehrere ~m dickc Schnitte 
des eingebetteten isolierten Pigmentes lieBen auch nach tagelanger Einwirkung 
nur eine sehr geringe Aufhellung des dunkelbrauncn Pigmentes erkennen. In 
Diinnschnitten linden sich vicle unver/indcrte und einige ganz herausgelSste 
Pigmentk6rper. Selten werdcn weitere Strukturcn erkennbar: dichte Granula, 
die am Rand des Pigmentk6rpers (Abb. 2b) oder inmitten kleiner Vacnolen 
(Abb. 2c, d) liegen; zentrale (Abb. 2f) oder exzentrische (Abb. 2g) optiseh hellere 
Hofbildung; eine dunklere Randschale (Abb. 2 a); und Fibrillen (Abb. 2 e). 

Diskussion 

Eine sichere morphologische Abgrenzung des Oehronose-Pigmentes yon allen 
anderen bekannten Melaninpigmenten ist nicht mSglich, obwohl diese in Abh/~ngig- 
keit von Standort und Species untersehicdlich beschaffen sind (MoYE~, 1963; 
TovsIMIS, 1963). Die Dopa-Melanine bestehen aus einem Gemisch versehiedener 
Oxydations- und Polymerisationsstufen des 5,6-Dioxyindols, deren chemische 
Struktur bishcr nicht aufzukl/~ren war (Sc~AA~, 1957). Elektronenmikroskopiseh 
ist nicht sicher zwischen Polymerisaten des Dopa- ~nd des Homogentisins~ure- 
Stoffwechsels zu unterscheiden. Einige Besonderheiten des Homogentisins~ure- 
Melanins sollen im folgenden hervorgehoben werden. Im Gegensatz zu den 
Melaningranula der Haut wird bei der Ochronose eine schmale grobgranul/ire 
oder breite fcingranularc osmiophile Hiille (DlcOC~MANS, 1963) zumeist ver- 
miBt. Ferner fehlen bei unseren oehronotisehen Patienten stabehenf6rmige 
(TouslMIS, 1963), helle zusammengesetzte (DaoctlMANS, 1963) und gestreifte 
(RAPPAPOgT, NAKAI und SwIFt, 1963) Pigmentk6rper. Obwohl unter den yon 
uns gepriiften Bedingungen das sog. Homogentisins/iure-Melanin in Phosphor- 
wolframsi~ure und Kaliumpermanganat in vitro unl6slich ist, liegen sich naeh 
,,Bleiehung" am Diinnschnitt weitere Strukturen darstellen. Nach Behandlung 
der Dfinnschnitte mit ciner diinnen Kalilauge-LSsung gelingt n/~mlieh h/iufiger 
als nach Stiiekkontrastierung mit Phosphorwolframs/~ure die Darstellung granu- 
1/irer und bl/~schenfSrmiger Strukturen (Abb. 2a--d), wie sie in dem Pigment 
der Iris auftreten (TOUSlMIS, 1963). Dabei sind die im ochronotischen Pigment 
beobachteten Granula (Abb. 1, b4) Befunden an PigmentkSrpern der Kaninchen- 
iris vergleiehbar; diese sind anders als bei Mensch, Affe, Katze und Hund besehaf- 
fen (TouslMIS, 1963). Die zentrale Hofbildung (Abb. 2f) ist bercits in Melanopho- 
ren des Axolotl beobaehtet worden (DnocHMANS, 1963). Nach Einwirkung yon 
Kaliumpermanganat haben wir - -  allerdings sehr selten - -  Fibrillen in Pigment- 
k6rpern gefunden (Abb. 2 e). Das Melaninpigment lagert sieh ngmlich einem fibril- 
lgren Gertist auf (DROCHMANS, 1963; SEIJI, SIIIghO, BII~BECK, FITZPATI~ICK, 
1963 u.a.). Aneh chemisch ist Melanin ein Farblack, d.h. eine aus unl6sliehem 
Farbstoff und unlSslichem Trigger zusammengesetzte Verbindung (ScHAAF, 
1957). Das Homogentisinsi~ure-Melanin liegt in Bestatigung frfiherer Angaben 
zumeist extra-, das Dopa-Melanin demgegenfiber intracellulgr. 0bwohl anzuneh- 
men ist, dab auch bei der Ochronose die Pigmentbildung intraeellulgr erfolgt, 
sind ohne chemische Bleichung Melanosomstrukturen nicht gefunden worden. 
Folglieh wurden zur Zeit der Untersuchung keine neuen Pigmente gebildet. 
Erst nach jahrzehntelangem Bestehen der StoffwechselstSrung soil die Pigment- 
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bi ldung,  deren genauere  K i n e t i k  n n b e k a n n t  ist, au f t re ten  (Lit. bei FI~IEDERICt~ 
und  NIXOLOWSKI, 1951). 

Intracelluliire Strukturen, die unseren in Abb.  1 (b 8, b 9) darges te l l ten  Befunden  
/ihnlieh sind, f inden sieh aueh im fibr6sen ar ter iosklero t i sehen Beet  (MAnSHAL~, 
ADAMS, O'N~AL a n d  DE BA~:E¥, 1966). Die Au to ren  erbr tern,  ob diese Gebilde 
aus L ipo iden  oder  L ipo idp igmen t  bestehen.  Extraeellul/~re e lek t ronendieh te  Gra- 
nula  t r e ten  selten auch bei  der  von uns un te r such ten  CMcinose auf. Vergleiehbare 
Befunde haben  Y u  und  BLV~E~TgAL (1963) an der  ve rkMkten  Aor t a  des Mensehen 
besehrieben.  Allerdings lassen sieh diese , ,osmiophilen K n S t e h e n "  du tch  EntkM- 
kung  n icht  entfernen.  Sic fehlen aueh bei  der  in -v i t ro -Verka lkung  der  R a t t e n a o r t a ,  
bei  der  unseren Kr i s t a l l i t en  entspreehende  typ isehe  H y d r o x y a p a t i t a b l a g e r u n g e n  
gefunden werden (MA~TI~, S C H I S ~ A ~ ,  BL_aD~N a n d  NXLE-<, 1963). W i t  haben  
bei  der  CMeinose vorzugsweise am R a n d  einiger derar t iger  d iehter  Granu la  typ i -  
sehe, aus KMksMzen bes tehende  Kr i s ta l l i t e  beobaehte t .  Wir  sehl iegen daraus ,  
dag  bei  d ichter  Lagerung  das  A p a t i t  dem oehronot isehen P igmen t  ghnlieh sein 
kann.  Zur sieheren Unte rsehe idung  yon P igmen t  und anderen  ~thnliehen K 6rpe rn  
k a n n  also wegen der  m6gliehen morphologischen Gle iehar t igkei t  die ehemisehe 
und  physikal isehe  Charak te r i s ie rung  erforderl ieh sein. Infolgedessen is t  an H a n d  
bisheriger  Mi t te i lungen noeh n ieht  zu entseheiden,  ob die A n n a h m e  zu R e e h t  
bes teht ,  bei  der  Oehronose sei lediglieh eine or thologisch geringe P igmen tb i l dung  
k r a n k h a f t  ges te iger t  (H~ECK, 192l).  

Literatur 
CooPE~, J. A., and T. J. MO~AN: Studies on ochronosis. I. Report of case with death from 

ochronotic nephrosis. Arch. Path. 64, 46--53 (1957). 
DgOC~ANs, P. : Mise en 6vidence du glycog~ne dans Ia cellule h6patique par microscopic 

61ectronique. J. biophys, biochem. Cytol. 8, 553--558 (1960). 
- -  Melanin granules: their fine structure, formation, and degradation in normal and patho- 

logical tissues. In: International review experimental pathology (ed. by G. W. RIeJ~TER 
and M. A. EPSTEIN) 2, 357--422 (1963). 

FRIEDERIC~, H., u. W. NIKOLOWSKI: Endogene Ochronose. Arch. Derm. Syph. (Berl.) 192, 
273--289 (i951). 

Fuogs, U.: Beitrag zur Kontrastierung elektronenmikroskopischer Schnittprgparate mit 
Bleiverbindungen im alkalisehen Milieu. Z. med. Labortechn. 7, 250--253 (1966). 

H~-EeK, W. : Die pathologisehe Pigmentierung. In: Handbuch der allgemeinen Pathologic, 
hrsg. v. L. KREeL nnd F. ~ARCltAND, Bd. III ,  T1.2. Leipzig: Hirzel 1921. 

JANNEY, N. W.: A study of oehronosis. Amer. J. reed. Sci. 1~6, 59 68 (1918). 
MA~S~ALL, J. 1%., J. G. ADA_~S, 1%. M. O'NEAL, and M. E. DE BAKE:(: The ul~rastructure of 

uncomplicated human atheroma in surgically reseeted aortas. J. Atheroscler. P~es. 6, 
120--131 (1966). 

MARTIN, G. R., E. SCtIIt'FSfANN, H. A. BLADE:N, and M. N'ZLEN: Chemical and morphological 
studies on the in-vitro calcification of aorta. J. Cell Biol. 16, 243--252 (1963). 

MoYEn, F. H. : Genetic effects on melanosome fine structure and ontogeny in normal and mali- 
gnant cells. In: V. RILE~Z and F. G. FO~TNEn, p. 584--606. 

RAPPA~O~T, H. T., T. NAKAI, and H. SWlET: The fine structures of normal and neoplastic 
melanocytes in the Syrian hamster, with particular reference to carcinogen-induced 
melanotic tumors. J. Cell Biol. 16, 171--186 (1963). 

tllLEY, V., and J. G. FO~T~E~ (ed.): The pigment cell. Molecular, biological and clinical 
aspects. Ann. N.Y. Acad. Sci. 100, 1--1123 (1963). 

SC~AAF, F. : Die IIaut und ihre Ausseheidungen. In: Physiologische Chemic, hrsg. v. B. FLA- 
Se~ENTgXG:SR und E. LEH~AaTZ, Bd. 2, T1.2b. Berlin-GSttingen-Heidelberg: Springer 
1957. 



248 U. FucHs : Homogentisinsaure-Melanin bei Ochronose 

SCaR~.I~, K.:  Angeborene St6rungen des Eiweil3stoffwechsels. In :  Handbuch  der inneren 
Medizin, hrsg. v. G. v. BEI~GMA~, W. FREY und H. SC~WlEG~, Bd. 7, T1. II .Berl in-  
GSttingen-Heidelberg: Springer 1955. 

SJ~EI5I, M., K. SItI~AO, M. S. C. BI~B~CK, and T. B. FITZPATRICK: Subcellular localization 
of melanin biosynthesis. In :  V. RILEY und J. G. FORTXER, p. 497--533. 

STaAtrSS, A. : t3ber die Bleiehung des Melanins. Z. wiss. Mikr. 49, 123--125 (1932). 
T o c s l m s ,  A. J.  : Pigment  cells of the mammalian  iris. In :  V. RILEY and F. G. FORT~ER, 

p. 4 4 7 ~ 6 5 .  
Yu, S. ¥ . ,  and  H. T. BLUME~T~AL: The calcification of elastic fiber. I I I .  Various crystalline 

structures of apat i te  in human  aortae. Lab. Invest.  1~ o, 1154--1162 (1962). 

Doz. Dr. U. F ~ c a s  
Pathologisches Ins t i tu t  der Karl-Marx-Universit i i t  
X 701 Leipzig, Liebigstr. 26 


