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Structure and Origin of Intestinal Pigment in Cases of Melanosis coli

Summary. 1. Histochemical examinations demonstrate that the pigment in the mucous
membrane in melanosis of the colon is different from lipofuscin in the cardiac muscle and
from the melanin of the retina.

2. Histological, histochemical, chemical and infrared-spectrographical investigations of
the isolated and purified pigment show structural similarities to melanin. The central areas
of the pigmentary particles resemble lipofuscin. Both the pigment in melanosis and the
melanin contain nearly the same quantity of copper, which is 5—6 times greater than that
of lipofuscin.

3. It is suggested that the pigment in melanosis is derived from copper-containing pro-
teins or amino-acids either found in the mucous membrane, or absorbed from the ingesta.
The development of the pigment out of haemoglobin is unlikely.

Zusammenfassung. 1. Das Pigment der melanotischen Dickdarmschleimhaut zeigt histo-
chemisch gegeniiber dem Lipofusecin des Herzmuskels und gegeniiber dem Melanin der Retina
Besonderheiten.

2. Nach histologischen und histochemischen Eigenschaften sowie auf Grund chemischer
und infrarotspektrographischer Untersuchungen des isolierten und gereinigten Pigmentes muf
eine Strukturdhnlichkeit zwischen Melanosepigment und Melanin, in bezug auf den Pigment-
kern auch zwischen Melanosepigment und Lipofuscin, angenommen werden. Der firr Melanose-
pigment und Melanin nahezu gleiche Kupfergehalt ist 5—6mal hoher als der des Lipofuscins.

3. Eine himatogene Herkunft des Melanosepigmentes ist unwahrscheinlich; vielmehr wird
seine Entstehung aus im Darmlumen oder in der Darmschleimhaut vorkommenden Kupfer-
proteinen oder Amjnosiduren angenommen.

CrUVEILBIER (1829—1835) hat als erster eine dunkle Pigmentierung der Dick-
darmschleimhaut beschrieben, fiir die P1cx spiter den Namen Melanosis coli
pragte. Uber Herkunft, Struktur und Bedeutung des eingelagerten Farbstoffes
ist bis jetzt trotz zahlreicher Untersuchungen nichts Sicheres bekannt. Die histo-
chemischen Beobachtungen widersprechen sich zum Teil. Der Versuch, das Pig-
ment zu isolieren, stieB auf erhebliche Schwierigkeiten, weshalb auch eine voll-
stindige chemische Analyse desselben bisher nicht vorliegt.

TImmer wieder werden verwandtschaftliche Beziehungen des Pigmentes der
Melanosis coli zum Lipofuscin und Melanin diskutiert. Wir haben deshalb histo-
chemische Untersuchungen des Farbstoffes einer infrarotspektrophotometrischen

* Herrn Prof. Dr. W. MassuoFF zum 60. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet.
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und chemischen Analyse des aus der Schleimhaut isolierten Pigmentes gegen-
iibergestellt und mit Messungen an reinem Lipofuscin und Melanin verglichen.

Formalgenetisch wird das Pigment der melanotischen Darmschleimhaut insbesondere als
proteinogenes (DarLporr, 1927; McFArLAND, 1917; P1cx, 1906, 1911; Pick und Brauw, 1929)
oder hdmoglobinogenes (Hierowvmi, 1954; Liewac, 1926; Larrie, 1931; LuBarscH, 1922;
NEUMANN, 1888; Simox, 1909; SOLGER, 1898; VircEOW, 1847) Pigment aufgefallt. Auf Grund
histochemischer Untersuchungen vertreten einige Autoren die Ansicht, daB es eine Sonder-
stellung zwischen Lipofuscin und Melanin einnimmt (CaBaANNE und CoupErc, 1963; McFag-
LAND, 1917; HENscHEN und BErGSTRAND, 1913), wihrend es andere entweder der Lipofuscin-
(GrADIALLY und PaRRY, 1966; GrAEV, 1954; Hurck, 1912, 1921) oder der Melaningruppe
(Darrporr, 1927; HENLEIN, 1942; LuBarscE und Borcmarpr, 1929: Prek, 1906, 1911)
zuordnen.

Beziiglich der kausalen Genese wird von denjenigen Autoren, die das Pigment nicht als
hémoglobinogen auffassen, vielfach angenommen, daB der Farbstoff aus Eiweilabbaupro-
dukten im Dickdarm gebildet wird. Diese Abbauprodukte sollen bei verzogerter Darment-
leerung besonders ausgiebig resorbiert werden kénnen, weshalb der Obstipation vielfach eine
férdernde Rolle bei der Melanoseentstehung zugeschrieben wird (Lrewac, 1926; Pick, 1906,
1911; StewarT und Hickman, 1931). HriNvein (1942) faBt die Melanosis coli als eine Kon-
stitutionsanomalie auf und erdrtert die Moglichkeit einer Pigmentsynthese aus exogenem
Nahrungseiwei oder endogenem Korpereiweil3.

Die Autoren, die den hidmoglobinogenen Charakter des Melanosepigmentes fiir wahr-
scheinlicher halten, stiitzen sich auBer auf eine von ihnen beobachtete gelegentlich positive
Eisenreaktion (BarTLr, 1913; LuBarscH und BorRCEARDT, 1929) auf einen manchmal hohen
Eisengehalt der melanotischen Darmschleimhaut bei quantitativer Analyse (HIErRoONYMI,
1954).

Verschiedentlich wurde das Melanosepigment sogar als Quecksilberablagerung aufgefait
(PrTT, 1891; RoLLESTON, 1882; WIrLL1AMS, 1867).

Zahlreiche Autoren nehmen einen Zusammenhang zwischen der Entstehung der Melanosis
coli und der Einnahme anthracen- oder hydrochinonhaltiger Laxantien an (Bockus et al., 1933;
CapanNE und Coupkrc, 1963; Corwixn, 1939; CruvEILHIER, 1829—1835; GmADIALLY und
Parry, 1966; PrringER-KUcHINK A, 1952; RODEN, 1940; SPEARSE, 1951 ; STEWART und Hick-
MAN, 1931).

GHADIALLY et al. (1966) haben elektronenoptisch in Epithelzellen melanotischer Dick-
darmschleimhaut auBer umschriebenen cytoplasmatischen Degenerationen Granula gefunden,
die denjenigen in pigmentbeladenen Bindegewebszellen gleichen. Sie schlieBen daraus, da$
farblose Vorstufen des Melanosepigmentes im Bereich fokaler Cytoplasmanekrosen in den
Epithelzellen aus Lipoproteinmembranen sequestrierter Mitochondrien und Bestandteilen
des Endoplasmatischen Reticulum gebildet und sekundir an die Stromazellen abgegeben
werden. Eine dhnliche Auffassung haben Barka und ANDERsOXN (1963) beziiglich der Lipo-
fuscinentstehung vertreten, als sie von einer ,,Digestion intracelluliren Materials mit an-
schlieBender Lipofuscinbildung‘ sprachen. Nach Ansicht von GuaDpIATLY sollen durch Abfihr-
mittel solche Epithelschidigungen hervorgerufen werden.

Der Versuch einer Pigmentisolierung scheiterte meist an der Unléslichkeit des Farbstoffes
in den tblichen Loésungsmitteln. Prck und BrauN (1929) gelang es in einem Fall, aus der
Darmschleimhaut einer 24 Jahre alten Frau mit Natronlauge reichlich Pigment heraus-
zulésen., Die in den ibrigen Fallen nahezu vollstdndige Unléslichkeit des Pigmentes selbst in
kochender Natronlauge fithrten die Verff. auf eine Polymerisation des Pigmentes im Zuge
einer Uberalterung zuriick. ABDERHALDEN (zit. nach Hurck, 1921) konnte durch Hydrolyse
in kochender Salzsiiure einen Teil des Pigmentes in Losung bringen; HerNLein (1942) gelang
durch Behandlung zerkleinerter Darmschleimhaut mit konzentrierter Natronlauge sowie
nachfolgende Verdauung mit Pepsinsalzsiure die Darstellung eines Pigmentes, dessen che-
mische Analyse 56,47% C; 5,6% H; 29,562% O; 5,3¢% N und 3,17% S ergab. Dabei ist aller-
dings ungewil, ob nicht durch die Behandlung mit konzentriertem Alkali am Pigment-
molekiil Verdnderungen erzeugt worden sind.
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Sarkowskr (1920) hat durch wiederholte alternierende Verdauung mit Pepsinsalzséure
und Entfettung mit Ather und Alkohol aus der Darmschleimhaut ein Pigment gewonnen,
das eine positive NH,- und Pyrrolreaktion gab und fir das er einen Schwefelgehalt von
1,38% ermittelte.

Eigene Untersuchungen
Methodik

Ausgangsmaterial unserer Untersuchungen war melanotische Dickdarmschleimhaut von
12 obduzierten Erwachsenen (Tabelle 1). Die Ausdehnung der Pigmentierung reichte jeweils
bis zur Valvula Bauhini. Pigmentanomalien der Haut oder der sonstigen Schleimh&ute lagen
nicht vor. Es wurden nur solche Fille ausgewahlt, bei denen eine Blutung im Magen-Darm-
Trakt auch nach der Anamnese nicht vorausgegangen war. Eine Ausnahme bildeten lediglich
Fall Nr. 12 mit anamnestisch angegebenen Blutungen aus Oesophagusvaricen sowie Fall Nr. 5,
bei dem nach dem Obduktionsbefund einer Ulcusnarbe im Duodenum intestinale Blutungen
nicht sicher ausgeschlossen werden konnten. Diese Fille wurden zur préparativen Pigment-
darstellung nicht mit verwertet.

Histochemische Untersuchungen

Fixierung der Schleimhaut in 10% mit CaCO; neutralisierter Formalinlésung sowie in
Formol-Alkohollésung. Neben Paraffinschnitten Kryostatschnitte von frischem und formol-
fixiertem Material. Vergleich mit Retina- und Herzmuskelschnitten. Gepraft wurden Fluo-
rescenz, Eisenreaktion, Dopareaktion, PAS-Reaktion, Bleichung mit H,0,, Silberaffinitit,
Saurefestigkeit, Verhalten bei verschiedenen Succedanfirbungen (Kongorot, Azan, van Gie-
son, Goldner, Methylgriin-Pyronin, Volkmann, Schmorl), Verhalten gegeniiber basischen
Farbstoffen (Nilblausulfat, Kresylviolett, Toluidinblau, Methylenblau) sowie gegeniiber Fett-
farbstoffen (Sudan 11T, Scharlach R, Osmium, Fettsiure nach FiscHLER, Safranin, Chole-
sterin nach Winpaus, Markscheiden nach WeIGERT). Bei den Reaktionen mit Silbernitrat,
Wasserstoffperoxyd und Dioxyphenylalaninlésungen wurden Vergleichsserien mit Aqua dest.
angesetzt.

Priparative Darstellung

Zur chemischen Untersuchung wurde die Darmschleimhaut moglichst sauber von der
Submucosa abpripariert und mit der Schere in kleine Stiicke geschnitten. Die in destilliertem
Wasser aufgeschwemmte Schleimhaut wurde bei 50000 U/min homogenisiert, das Homogenat .
zentrifugiert, der Bodensatz mit Aqua dest. ausgewaschen und nochmals homogenisiert. An
der Oberfliche des Sedimentes sich absetzendes farbloses Material wurde jeweils durch Ab-
saugen entfernt. Der Vorgang wurde so lange wiederholt, bis der Uberstand nahezu klar blieb.
Die erhaltene ziihe schwarzbraune Masse wurde nach Zusatz einer doppelten Menge Aqua dest.
nochmals homogenisiert.

Bei positivem Ausfall der Hellerschen Ringprobe oder Xanthoproteinreaktion wurde das
Homogenat anschlieBend einer 5—36stiindigen Trypsinverdauung bei pH 8,6 unterworfen.
Das gewonnene, nach mehrfachem Waschen getrocknete Pigment stellte ein schwarzbraunes
bis schwarz gefirbtes Pulver dar, dessen Stickstoffgehalt 7,98—8,35% gegeniiber 9,9% bei
dem unverdauten Material betrug.

Da elektronenoptisch zwischen dicht gelagerten Pigmentkérnchen noch Reste kollagener
Fasern nachweisbar waren (Abb. 1), wurde das Material anschlielend einer Inkubation mit
Kollagenase bei 38° C fiir 4—24 Std ausgesetzt (Methode nach Burg und OrLorr, 1962).
Das nach mehrfachem Waschen nunmehr gewonnene Pigment stellte nach dem Trocknen ein
staubartiges sehr feinkdrniges Pulver dar, das bei den einzelnen Fillen farblich zwischen
schwarzbraun und tiefschwarz variierte. Der Stickstoffgehalt dieses Pulvers betrug 8,4%. Die
elektronenoptische Untersuchung ergab eine einheitliche Zusammensetzung (Abb. 2).

Nach dem gleichen Verfahren wurden Melanin aus Lebermetastasen eines Melanoblastom
sowie nach dem Verfahren von HeipeNrercH und SieserT (1955) Lipofuscin aus der Leber
gewonnen.
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Abb. 1. Gewaschenes Pigment nach 8stiindiger Trypsinverdauung. Zwischen den verschieden
groflen, zum Teil von einer Membran umgebenen Pigmentgranula reichlich kollagene Faser-
reste. Elektronenoptisch 67500fach

Abb. 2. Getrocknetes Pigment nach 4stundiger Kollagenaseverdauung. Elektronenoptisch
20500fach
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Abb. 3a—d. Ergebnisse der infrarotspektrophotometrischen Analyse. a Melanosepigment,
dunkel ; b Melanosepigment, hell; ¢ Melanin aus einem Melanosarkom; d Lipofuscin aus Leber
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Tabelle 1. Untersuchungsgut
Nr. Ge- Alter  Grundleiden Todesursache  Besonder- Ana-
schlecht (Jahre) heiten des mnestisch
Magen-Darm-  intestinale
Traktes Blutung
1 2 89 Mesaortitis syphi- rechtsventri- Divertikulose  nein
litica kulire Herz- Sigma
insuffizienz
2 g 98 chronische produk-  frische Bron- — nein
tive The in der re. chopneumonien
Lunge mit broncho-  bei késigen
gener Streuung Pneumonien
3 2 76 allgemeine Arterio-  biventrikuldre Divertikulose  nein
sklerose, steno- Herzinsuffi- Sigma
sierende Coronar- zienz
gefdBsklerose, Herz-
muskelschwielen
4 g 84 Halswirbelfraktur, kardiale gestieltes nein
epidurale Blutung Insuffizienz submukdses
Myom (Duodenum)
5 2 81 Lungenemphysem,  Broncho- postpylorische nein
chronische Bron- pneumonien Ulcusnarbe
chitis
6 2 69 Zustand nach Pal- Broncho- — nein
lidotomie wegen pheumonien
Parkinsonismus
7 2 56 stenosierende akute links- starke Fett- nein
Coronargefi3- ventrikuldre resorption
sklerose Herzinsuffi- in duodenalen
zienz Lymphgefifien
8 & 61 stenosierende akute Coro- — nein
Coronargefil3- narinsuffizienz
sklerose
9 2 76 coronarsklerotisches  fulminante — nein
Schwielenherz, Lungenarterien-
Lungenemphysem embolie
10 2 64 Metastasen nach biventrikulire — nein
vor 4 Jahren radi- Herzinsuffi-
kal operiertem zienz
Mammacarcinom
1 @ 70 stenosierende Coro-  Herzbeutel- alte ab- nein
nargefifsklerose, tamponade gelaufene
frischer Herzinfarkt Appendicitis
mit Herzruptur und und Peri-
zweizeitiger Blutung appendicitis
12 g 62 Lebercirrhose, pri- linksventri- Oesophagus- ja
méres Lebercarci- kuldres Herz-  varicen
nom, Oesophagus- versagen,
varicenblutung, Lungen6dem

Leberinsuffizienz
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Chemische Untersuchungen

Loslichkeit. Gepriift wurde die Léslichkeit in konz. HCl und H,80,, konz. NaOH und
NH,0H sowie einer Reihe organischer Losungsmittel wie Alkohol, Ather, Chloroform, Tetra-
chlorkohlenstoff, Benzol, Toluol, Xylol, Terpineol, Butanol, Methanol, Methylbenzoat, Iso-
propylalkohol, Glyzerindther, Petrolither, Dioxan, Pyridin, Tetrahydrofuran, Essigsiure-
dthylester und Paraffinum liquidum, jeweils iiber mehrere Tage.

Eisen- und Kupferbestimmung. Die Proben wurden 4 Std bei 600° gegliiht, in wenig konz.
HCI/HNO; geldst und zur Messung im Perkin-Elmer-Atom-Absorptionsspektrophotometer mit
Wasser verdiinnt.

Infrarotanalyse. Die Pigmente wurden in einer Konzentration von 1—1,46 mg/300 mg in
KJ geprefit. Die Messung erfolgte iiber ca. 20 min im Bereich von 2,540 p. mit dem Geriit der
Fa. Beckman?.

Ergebnisse der histochemischen Untersuchung

In allen Fillen findet sich ein auf die Tunica propria der Schleimhaut be-
schrinktes meist ziemlich grobscholliges Pigment, das sich im ungefarbten Pri-
parat und im HE-Schnitt je nach der Dichte der Lagerung in allen Ubergingen
zwischen Goldgelb und Dunkelbraun darstellt.

Tabelle2. Histologisches und histochemisches Verhalten des Melanosepigmentes ( Darmschleimhaut)
tm Vergleich zu Lipofuscin (Herzmuskel) und Melawin ( Retina)

Melanosepigment Melanin Lipofuscin

Fluorescenz [} g +
Basische Farbstoffe

Nilblausulfat grimnblau grasgriin blau

Kresylviolett braun braungriin grin

Toluidinblau griunblau-blaugriin  braungriin-graublau  griin

Methylenblau braun braunlich
Fettfarbstoffe

Sudan TIT 0 [4] 0 bis (+)

Scharlach R
Argentaffinitdt

AgNO, Staemmler ((+)»

AgNO,; Masson-Hamperl (+) bis + -+ (+)

AgNO, nach Entfettung (+4) bis + + ()

Levaditi-Versilberung (+) (+) (0)
Bleichung

3% H,0,, 48 Std (+)

3% H,0,, 5 Tage + +
PAS-Reaktion rotbraun-braunrot  Eigenfarbe (braun)  bréunliches bis

leuchtendes
Rot

Schmorlreaktion blaugriin blau blau

mit Acetonbehandiung grin griin

nach Liriie

1 Wir danken Herrn Dipl.-Chem. Dr. Kasane, Max-Planck-Institut fiir Biochemie Miin-
chen, fur die bereitwillige Durchfithrung der infrarotspektrophotometrischen Analysen.
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Uber das Ergebnis der verschiedenen histochemischen Reaktionen gibt die
Tabelle 2 Auskunft.

Die fiir Melanin als charakteristisch geltende Argentaffinitit ist fiir das Mela-
nosepigment in geringerem Male und inkonstant nachweisbar. Nach der Methode
von MassoN-HampERL wird das Melanosepigment meist schwarzbraun gefirbt,
Melanin nimmt dagegen eine tiefschwarze Farbe an.

Gegentiber basischen Farbstoffen ist die Reaktion des Darmpigmentes nicht
immer eindeutig. Dagegen wird ebenso wie beim Lipofuscin in allen Fillen eine
mehr oder weniger kréiftig positive PAS-Reaktion becbachtet.

Die angewendeten Succedanfirbungen lassen keine zu ihrer Differenzierung
brauchbare Reaktion der Pigmente erkennen. Die firr das Lipofusein manchmal
schwach nachweisbare Anfirbbarkeit mit Fettfarbstoffen wird fiir Melano-
sepigment ebenso wie fiir Melanin nicht erzielt.

Eisenreaktion, Reaktion auf Séurefestigkeit nach Ziear-NEeLsEN und Dopa-
Reaktion sind in allen Fillen negativ.

Wihrend Lipofuscin gelbbraune Eigenfluorescenz aufweist, fluoresciert Mela-
nosepigment ebenso wie Melanin nicht.

Ergebunis der chemischen Untersuchung

Das gereinigte und getrocknete Pigment war nach 2 Tagen in 37% HCI und
98% H,S80, gelost. Schwichere Loslichkeit beobachteten wir in 33 % NaOH und
26% NH,OH. Keine Loslichkeit fanden wir in 20% NaOH, absolutem und
50—96% Alkohol, Ather, Ather-Alkohol 1:1, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff,
Benzol, Toluol, Xylol, Terpineol, Butanol, Methanol, Methylbenzoat, Isopropyl-
alkohol, Glycerinather, Petrolather, Essigsiuredthylester, Dioxan, Pyridin, Tetra-
hydrofuran und Paraffinum liquidum.

Wenn man von der wahrscheinlich mit Strukturinderung einhergehenden
Loslichkeit in konzentrierten Sauren und Basen absieht, erweist sich das Pigment
als unléslich in allen fiblichen Losungsmitteln. Dem entspricht auch seine histo-
logisch nachweisbare weitgehende Resistenz gegeniiber autolytischen Verinde-
rungen und sein sehr triges Verhalten bei den meisten histochemischen Reak-
tionen.

Das vergleichsweise untersuchte Melanin aus einem Melanoblastom scheint
sich aus zwei verschiedenen Komponenten zusammenzusetzen, von denen die eine
in Wasser eine feine Suspension ergibt (Tyndall-Phinomen), aus der das Pigment
durch konz, Salzsiure ausgefillt werden kann; die andere verhdlt sich ebenso wie
das Melanosepigment. Lichtoptisch besteht zwischen beiden Arten von Pigment-
granula kein erkennbarer Unterschied.

Das Melanosepigment wurde auf Grund seines makroskopischen Aussehens
als helles und dunkles Pigment getrennt auf Cu und Fe sowie infrarotspektro-
photometrisch untersucht. Beide Melanosepigmente stehen hinsichtlich ihres
Kupfer- und Eisengehaltes dem Melanin sehr nahe (Tabelle 3). Die Transmissions-
kurven zeigen Transmissionsmaxima bei 840 und 2000 ecm~ und Minima bei
1060, 1530, 1660, 2920, 3340 cm—', Charakteristisch fir beide Kurven ist das
Plateau zwischen 1800—2800 cm—*. Lediglich beim hellen Pigment tritt ein zu-
sétzliches Transmissionsminimum bei 460 em~! auf. Die Transmissionskurven fiir

6 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Bd. 346
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Tabelle 3. Kupfer- und Eisengehalt der isolierten Pigmente

mg/Fejlg  mg Cu/g

Melanosepigment, hell (Darm) 2,40 13,60
Melanosepigment, dunkel (Darm) 1,60 18,50
Lipofuscin (Leber) 0,97 2,60
Melanin (Melanoblastom) 2,35 16,00

Lipofusein und Melanin stimmen mit den Kurven der Melanosepigmente nahezu
iiberein, Lipofuscin etwas besser als Melanin.

Diskussion

Das Resultat der histochemischen Untersuchung entspricht weitgehend dem-
jenigen von Hurck (1921), HENscEEN und BERGSTRAND (1913) sowie HAMPERL
(1934). Es scheint dafiir zu sprechen, dafl das Pigment bei der Melanosis eoli eine
Sonderstellung einnimmt, denn es bestehen sowohl gegentiber dem Lipofuscin des
Herzmuskels als auch gegeniiber dem Melanin der Retina Unterschiede.

Nicht bestatigt werden konnen die Ergebnisse von Hrurowymr (1954), der eine
negative Reaktion des Melanosepigmentes gegeniiber Wasserstoffperoxyd, basi-
schen Farbstoffen und PAS-Reagens angibt. Die Bleichung durch H,0, erfolgt
bei uns zwar duBerst langsam, ist aber in allen Féallen nach 48—96 Std eindeutig
nachweisbar. Ein Unterschied gegeniiber der Bleichbarkeit des Melanins kann
dabei nicht festgestellt werden.

Die postive PAS-Reaktion soll nach Barka und AxpErson (1963), die sich
auf die Ergebnisse elektronenoptischer Untersuchungen stiitzen, im Falle des
Lipofuscins auf die Membran der Lysosomen, in denen das Pigment abgelagert
ist, zuriickzufithren sein. Die Frage, ob das Melanosepigment, das nach unseren
Beobachtungen eine schwach positive PAS-Reaktion gibt, in dhniichen Zell-
organellen abgelagert ist, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Die von Barres (1913) und LuBarscH (1929) in einem Teil ihrer Untersuchun-
gen nachgewiesene positive Kisenreaktion konnten wir in keinem Fall beob-
achten.

Die Kupfer- und Eisenanalysen ergeben fiir das isolierte Melanosepigment
gegenitber dem Lipofuscin eindeutige Unterschiede. Der hohe Kupfergehalt des
Melanosepigmentes deutet auf seine Herkunft aus kupferbindenden Proteinen hin.
Mit dieser Vorstellung 148t sich der Befund gut tibereinstimmender Transmissions-
kurven fiir isoliertes Lipofuscin, Melanin und Melanosepigment durchaus verein-
baren, wenn man einen dhnlichen Pigmentkern dieser Farbstoffe annimmt.

Zu ghnlichen Ubereinstimmungen der Transmissionskurven kam PAREENBERG (1966) fir
das in situ untersuchte Pigment aus menschlicher Retina, Haut, Darmschleimhaut und Herz-
muskulatur. HARDMEIER ermittelte 1965 an Kalilaugenextrakten von Melanosepigment bei
der UV-Spektrophotometrie die gleichen Absorptionskurven wie 1954 MevER-ARENDT und
Bayzr fiir das Melanin.

Die Melanine sollen dreidimensional angeordnete aus verschiedenen Monomeren aufge-
baute hochpolymere Stoffe sein (Fox und Kucaxow, 1965 u.a.). Uber deren Aufbau und
funktionelle Bedeutung sind gerade in den letzten Jahren einige neue Erkenntnisse gewonnen
worden.

Als allgemein anerkannt kann die Vorstellung gelten, daB das eigentliche Melaninpigment
einer Proteinmatrix angelagert ist (BAkER et al., 1960; BRAUNSTEINER, 1958 u.a.). Elektronen-
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optisch wurden verschiedene cytoplasmatische Bestandteile in den Pigmentkdrnern nach-
gewiesen. So fanden LinpxEr (1957), PocrE (1958), HammERBECK (1959/60) in ,,Fuscin-
kérnern® aus menschlichem Herzmuskel Mitochondrien und Cytosomen neben den eigent-
lichen Pigmentkérnern, Granula und elektronendichten Kérpern. Woobs et al. (1948/49)
glaubten an eine Pigmententstehung in den Mitochondrien; DEBUY et al. (1948) hielten die
Granula aus Miusemelanomen, in denen sie Cytochromoxydase, Succinodehydrogenase und
Cytochrom C nachwiesen, fir modifizierte Mitochondrien. Gegen diese Annahme sprechen
Untersuchungen von STEIN (1955) und Baxer et al. (1960), die bei chemischer Analyse von
Mitochondrien und Melaningranula zwischen beiden signifikante Unterschiede gefunden haben,
sowie elektronenoptische Beobachtungen (MIsHIMA, 1964).

Nach Untersuchungen von G1rEs und BRaNDT (1961) bestehen enge Beziehungen des
Pigmentes zum Golgi-Apparat. Neuere Arbeiten lassen vermuten, daBl Melanin in Form
,»unreifer* Vorstufen im Ergastoplasma gebildet und von dort langsam an den Golgi-Apparat
abgegeben wird, wo weitere Polymerisation erfolgen soll (WELLINGS und SieeEL, 1963 ; HirscH
et al., 1965).

Nach Electron spin resonance-Untersuchungen besitzt Melanin einen hohen Gehalt an
freien Radikalen, der der Intensitit der Schwarzfirbung parallel zu gehen scheint (Masox
et al., 1960; Swan, 1963). Diese freien Radikale sind in der Hauptsache chinoiden Gruppen
im Melanin zuzuordnen, die nach neueren Untersuchungen (Masox, 1960; Hicarxs, 1960 u.a.)
in einer stabilisierten semichinoiden Form vorliegen sollen. Sowohl sein ausgesprochenes
Strahlenabsorptionsvermdgen als auch die seinem besonderen Aufbau nach anzunehmende
Fahigkeit, als Elektronenaustauscher zu wirken, lassen die biologische Bedeutung der Melanine
als Schutzmechanismen gegen Strahlen sowie gegen Oxydations- und Reduktionsvorgiange im
Gewebe, die mit der Freisetzung von freien Radikalen einhergehen, vermuten (Masox et al.,
1960; Darx et al., 1964, u.a.).

Betrachtet man unter den so gewonnenen Gesichtspunkten noch einmal die
Ergebnisse der histochemischen Untersuchung, so lassen sich einige der zunichst

als widerspriichlich erscheinenden Besonderheiten nunmehr erkliren.

Die Argentatfinitdt ist nach Litrae (1957) auf die Gegenwart von Hydro-
chinongruppen zuriickzufiihren, welche reversibel zu Chinongruppen oxydiert
werden konnen unter gleichzeitiger Reduktion von AgNO; zu Ag. Die nach un-
seren Untersuchungen lediglich quantitativen Unterschiede des Verhaltens der
verschiedenen Pigmente gegentiber Silbernitrat konnten ebenso wie die unter-
schiedliche Farbtiefe mit einer variierenden Anzahl freier Radikale in Zusammen-
hang gebracht werden. Nach dem Verhalten gegeniiber Fettfarbstoffen erscheint
es daritber hinaus wahrscheinlich, dal die Art der Ablagerung in Zellorganellen
bei den einzelnen untersuchten Pigmenten verschieden ist.

Die unterschiedliche Fluorescenz spricht nicht gegen eine nahe chemische
Verwandtschft der Pigmente, zumal Isomere ein und desselben Stoffes ein hin-
sichtlich der Fluorescenz unterschiedliches Verhalten aufweisen kénnen (Ham-
PERL, 1934).

Von allen iibrigen noch angefiihrten histologischen und histochemischen Reak-
tionen kann vermutet werden, daB sie weniger von dem Pigment selbst als von
den verschiedenen Umgebungsfaktoren abhingig sind, womit der unterschiedliche
Reaktionsausfall in den einzelnen Féllen unserer Untersuchungen ebenso zu

erkliren wiren wie die teilweise widersprechenden Angaben in der einschligigen
Literatur.

Wahrscheinlich handelt es sich sowohl bei Melanosepigment als auch bei
Melanin um proteinogene Pigmente, die aus Kupferproteinen stammen oder
Kupfer stark binden.

g%
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