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[35S]Sodium sulphate was intraperitoneally injected into adult fishes and its incorporation into
melanins examined. Relevant incorporation of the tracer into normal skin and peritoneal melano-
cytes of Poecilia reticulata (Peters) and Puntius tetrazona tetrazona (Hamilton) could be detected
only in rare cases. Melanocytes of malignant melanomas in the hybrids of Xiphophorus helleri
(Heckel) and Platypoecilus maculatus (Guenther) exhibited a different degree of radioactivity ac-
cording to their degree of differentiation. The isolation of the melano-protein complex from
melanocytes of these melanomas and its subsequent hydrolysis resulted in the following: During
melanin synthesis, [3*S]sulphate had been incorporated into the chromophore group as an ester-
sulphate, whereas no significant incorporation of the tracer was found in the protein matrix.

Fast alle Pigmentzellen der Vertebraten entstam-
men der Neuralleiste. Wahrend der Ontogenese wer-
den von ihr mehrere Wanderzell-Typen abgegeben,
unter anderem auch Propigmentzellen, die nur in
der Embryonalzeit groflere Strecken zuriicklegen
konnen, da eine Wanderung mit zunehmendem Alter
des Organismus durch starke Gewebsverdichtung
verhindert wird!. Diese Wanderzellen dringen in
die verschiedensten Gewebe ein, wo sie sich orts-
spezifisch differenzieren.

Das einzige Gewebe mit autochthonen Pigment-
zellen ist das retinale Pigmentepithel des Auges.

Der rasche physiologische Farbwechsel erfolgt
durch zentrifugale bzw. zentripetale Wanderung der
einzelnen Pigmentkorner innerhalb der Chromato-
phoren?. Linger andauernde Reize konnen einen
morphologischen Farbwechsel hervorrufen, der auf
die Produktion neuen Pigments oder auf den zeit-
weisen Verlust von Pigment zuriickzufiihren ist.
Auch eine Vermehrung der Farbzellen durch Tei-
lung ist moglich.

Von den bei Fischen vorkommenden Farbstoffen
sind nur die braunen und schwarzen Melanine der
Melanophoren sehr bestandig und bleiben auch nach
dem Tode des Tieres erhalten, wihrend die gelben
und roten Pigmente von Xantho- und Erythrophoren
sich unter Einflul von Licht und Sauerstoff unter-
schiedlich rasch zersetzen.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. M. Liidicke, Zoolo-
gisches Institut der Universitdt Heidelberg, Abteilung fiir
Wirbeltiermorphologie, D-6900 Heidelberg, Berliner Str.15.

Bei den Melaninen handelt es sich um Mischun-
gen von Makromolekiilen, die durch Copolymerisa-
tion verschiedener Vorstufen entstanden sind, wobei
die wichtigste 5,6-Indochinon ist3. Die verschiede-
nen Melanogene sind wahrscheinlich iiber ihre Chi-
nonbindungen an Amino- oder Sulfhydrylgruppen
der Proteinmatrix der Pigmentgrana angeheftet?.
Melanin- und Proteinkomponente konnen nicht ohne
weiteres durch milde chemische Prozesse getrennt
werden °.

Die meisten Melanine sind wahrscheinlich irregu-
lare Polymere. Aus dieser Tatsache in Verbindung
mit der Unloslichkeit der Melanine und ihrer Eigen-
schaft, daf} sie chemisch schwer zu behandeln sind,
resultiert ein sehr langsamer Fortschritt der Erfor-
schung ihrer Strukturen und die Schwierigkeit, eine
prazise Definition der Zusammensetzung zu ge-
ben 678,

In Untersuchungen von Liidicke und Mitarbeitern
an Vogeln ¥ 12 und Lepidopteren 13716 konnte ge-
zeigt werden, dal} radioaktiver Schwefel fir die
Markierbarkeit von Farbarealen besonders geeignet
erscheint und bestimmte Schritte des Farbstoffwech-
sels aufzuzeichnen vermag.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher unter
anderem besondere Bedeutung der Klarung folgen-
der Fragen beigemessen: Wird der den Fischen als
[35S]Natriumsulfatlosung applizierte Schwefel in
das Melaninmolekiil selbst oder in dessen Trager-
eiweill bzw. in beide eingebaut und wird der so ge-
botene Schwefel direkt als Sulfat oder in anderer
Form in das Molekiil aufgenommen?
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Material und Methoden

Als Versuchstiere dienten Guppys Poecilia reticu-
lata (PETERS), Sumatrabarben Puntius tetrazona
tetrazona (HAMILTON), sowie Gattungs-Bastarde
der Zahnkarpfen Xiphophorus helleri (HECKEL)
und Platypoecilus maculatus (GUENTHER) mit

verschieden starker Melanombildung.

Alle Fische wurden nach Arten getrennt in Sam-
melaquarien bei ca. + 20 °C und natiirlichem Tages-
licht gehalten. Zur schmerzfreien Applikation des
radioaktiven Tracers erwiesen sich Narkoselosungen
von MS-222 (Sandoz) 1 :10.000 als besonders ge-
eignet. Zum Abtoten der Tiere wurden diese fiir ca.
15 min in konzentrierte Narkoselosungen (1:5.000)
eingebracht.

Jeder Fisch erhielt eine einmalige intraperitoneale
Injektion von trdgerfreiem [3*S]Natriumsulfat in
isotonischer Kochsalzlgsung. Die injizierte Aktivitat
betrug je nach Gewicht des Tieres zwischen 20 — 40
#Ci. Nach 4 — 7 Tagen wurden die Tiere abgetotet.

Fir die autoradiographischen Untersuchungen
dienten histologische Schnitte der Tiere sowie Total-
praparate von Flossen und Peritoneen. Flossen und
Peritoneen wurden auf Objekttridger aufgezogen und
vor der Exposition mit Filmmaterial zunédchst im
Kryostaten getrocknet. Paraffinschnitte wurden vor
dem Autoradiographieren durch zweifaligen Durch-
gang durch Xylol entparaffiniert und anschlielend
durch die absteigende Alkoholreihe gefithrt. Zur
Verhinderung chemischer Einflisse des Préparates
auf den Film taucht man zuvor den Objekttriger in
0,5-prozentige Gelatinelosung, der 0,05% Chrom-
alaun beigegeben ist, wodurch sich iber dem Pri-
parat ein Schutzfilm von 1-—2 wum Dicke bildet.
Fir Makroautoradiographien von Flossenprapara-
ten fand DuPont-Réntgenfolienfilm Verwendung,
fir Mikroautoradiographienen Kodak-Strippingfilm
AR 10.

Die reinen Melanine wurden auf zwei verschie-
dene Arten gewonnen: In dem homogenisierten,
melanotischen Gewebe wurden durch enzymatische
Hydrolyse nach der Methode von Chavin 17 samtliche
Eiweille zerstort, so dal nach Filtration und griind-
lichem Waschen das reine Melanin-Pigment ibrig-
blieb. In einem zweiten Verfahren wurde zur Me-
lanosomen-Préparation das Zellhomogenat des
Melanoms durch differentielle Zentrifugation frak-
tioniert 18. Aus der so gewonnenen Melanosomen-
Fraktion wurde der Eiweili-Trdger des Pigments
durch salzsaure Hydrolyse abgebaut und durch Fil-
tration von der eigentlichen chromophoren Gruppe,
dem Melanin, abgetrennt. Die reinen Melanine wur-
den auf ihre Radioaktivitat gepriift.
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Ergebnisse

Autoradiographische Untersuchungen dermaler
Melanophoren mit normalem Pigmentstoffwechsel
zeigen nach Applikation von [?3S]Natriumsulfai
meist keine wesentlich unterschiedliche Markierbar-
keit. Da die Silberkorndichte iiber dem umgebenden
Hautbindegewebe vielfach die gleiche ist wie iiber
den Pigmentzellen, kann tiber die Markierungsdichte
der Pigmentzellen keine Aussage getroffen werden.
Nur duflerst selten gelang eine starkere radioaktive
Markierung von Melanophoren durch [33S]Natrium-
sulfat. Die kleinen Melanophoren zeigen eine starke
Strahlungsaktivitat, woraus man schlieBen kann,
dal} es sich um junge, beziiglich des Pigmentstoff-
wechsels sehr aktive Farbzellen handelt; denn die
dichten Silberkornabscheidungen haben das zellu-
lare Muster oftmals vollkommen iiberdeckt, so daf}
die randliche Streustrahlung kaum mehr die Zell-
konturen lat (Abb.1*). Metabolisch
aktive Melanophoren traten nie einzeln, sondern im-
mer in charakteristischen Zellgruppen auf. Die
grofle dendritische und die grofle kugelige perito-
neale Melanophore (Abb. 1) zeigen keine Radio-
aktivitat, es diirften alte metabolisch inaktive Pig-
mentzellen sein. Auch die Melanophoren der Iris

und des retinalen Pigmentepithels zeigen keine Mar-
kierbarkeit durch [3S]Natriumsulfat.

Da bei malignen Melanomen die Pigmentbildung
gegeniiber entsprechenden nicht pathologischen Ge-
weben auffallend erhoht ist, sind diese fiir auto-
radiographische Untersuchungen des Pigmentmeta-
bolismus besonders geeignet. Bei Gattungsbastarden
von Platypoecilus und Xiphophorus wird die Pig-
mentzellvermehrung einschliellich Melaninsynthese
so stark gesteigert, da} sich auf dem Korper her-
vorragende dicke schwarze Pigmentzellen- und Pig-
mentansammlungen bilden (Abb. 2). In diesen Ge-
bieten mit besonders starker Melaninanhaufung fin-
den sich keine Schuppen mehr. Die meisten Mela-
nome sitzen an der unteren Schwanzflossen-Korper-
grenze oder in deren Nahe. Das Gen fiir Schwarz-
farbung von Platypoecilus ist also in seiner Wirkung
bedeutend gesteigert, wenn es mit der Erbmasse des
Xiphophorus zusammengebracht wird. Diese Stei-
gerung ist um so stirker, je groBer der Anteil des
Xiphophorus am Aufbau des Bastard-Individuum
ist. Durch Gattungskreuzung konnen also in diesem

erkennen

* Abbn. 1 und 2 siehe Tafel auf Seite 44 a.
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Fall bestimmte Repressoren eliminiert werden, so
dal} die differenzierte Leistung und Funktion der
Zelle im Rahmen des harmonischen Ganzen nicht
mehr gewéahrleistet ist, was zur Bildung von Mela-
nomen fiihrt 19 20,

melanotischer Areale,
die vom Schwanzstiel auf die Schwanzflosse reichen,
zeigen nach [3S]Natriumsulfat-Applikation eine
starkere radioaktive Markierbarkeit des Melanom-
gewebes gegeniiber dem ibrigen Gewebe der Kau-
dalflosse (Abb. 3 **). Um die Moglichkeit auszu-
schalten, dal} die Markierbarkeit solcher Areale aus-
schlieBlich durch Gewebeverdickungen hervorgeru-
fen sein konnte, werden histologische Schnitte durch
Melanome des Schwanzstiels von Zahnkarpfenbastar-
den mikroautoradiographisch untersucht. Dies laft
eine Aussage der Aktivitdtsverteilung beziiglich
melaninbildender Zellen und des Tumorstromas zu.
Die unterschiedlichen Strahlungsaktivitaten, die
wiederholt nach [35S]Applikation erhalten wurden,
zeigen den verschiedenen Differenzierungsgrad
atypischer Pigmentzellen an. Uber den helleren, jun-
gen, aktiv Melanin synthetisierenden Melanophoren
ist die Silberkorndichte grofler als iiber dem iibrigen
Bindegewebsmaterial des Melanoms (Abb. 4). Alte,
sogenannte Melaninspeicherzellen lagern kaum
radioaktives Material ein. Das heil3t, sie haben ihre
Pigmentbildung zur Zeit der Applikation des radio-
aktiven Tracers weitgehend eingestellt. Eine Pig-
mentzelle, deren Pigmentgehalt zwischen dem jun-
ger aktiver und dem élterer inaktiver Melanophoren
liegt, nimmt auch beziiglich der Inkorporation des
radioaktiven Substrats eine Mittelstellung ein, indem
eine stirker pigmentierte Melanophore nur eine et-
was geringere Strahlungsaktivitat als jingere Me-
lanophoren aufweist, was besonders durch die peri-
phere Streustrahlung zu erkennen ist (Abb. 4).
Hier diirfte es sich um eine in ihrer Reife fortge-
schrittene Melanophore handeln, die ihre Pigment-
produktion noch nicht vollkommen eingestellt hat.
Die Silbergranulierung iiber dem Bindegewebe des
Melanoms nach  [3*S]Natriumsulfat-Applikation
rithrt von sulfatierten Mucopolysacchariden her, die
sich aus einer Eiweilkomponente und einer mit Sul-
fat veresterten Zuckerkomponente zusammensetzen
und durch sehr kurze biologische Halbwertszeiten
ausgezeichnet sind.

Makroautoradiographien

Die Mikroautoradiographien zeigten nun, dal} die
funktionelle Aktivitit der Melanophoren eines Me-

** Abbn. 3 and 4 siehe Tafel auf Seite 44 b.
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lanoms von starker Melanogenese bis zur vélligen
Einstellung der Melaninsynthese reicht. Autoradio-
graphische Untersuchungen lassen aber im Hinblick
auf die Art und Weise des Einbaus von [?5S]Na-
triumsulfat in Melanophoren noch einige Fragen
offen, beispielsweise die, ob der Tracer als unver-
andertes Sulfat oder verdndert in Form eines seiner
Derivate direkt in das Melaninmolekil selbst oder
in seine Tragereiweille eingebaut wird, an welche
die eigentliche Farbkomponente als prosthetische
Gruppe stets gebunden ist. Auch beide Maglichkei-
ten wiren nebeneinander denkbar. Besonders bei
Makroautoradiographien konnte auch vielfach die
Markierbarkeit der Melanine mit [35S]Natriumsul-
fat durch die Aktivitdit des Bindegewebsmaterials
des Melanoms iberdeckt werden. Um Fehlinterpre-
tationen auszuschlielen und obige Fragen beantwor-
ten zu konnen, mull das Melanoprotein aus dem Tu-
morgewebe isoliert werden, das Protein von der
eigentlichen chromophoren Gruppe abgetrennt und
Melanin, Proteinmatrix und Bindegewebsmaterial
getrennt auf ihre Aktivitat gepriift werden.

a. Abtrennung von Melanosomen durch differen-
tielle Zentrifugation

Reine Melanosomen werden nach Homogenisieren
des Melanomgewebes in isotonischer Rohrzucker-
l6sung durch Zentrifugation gewonnen (Tab. I). Zur
Aktivitdtsbestimmung der Melanosomenfraktion
(= Sediment III, Tab.I) wird diese mit wenig Wasser
aufgenommen und 48 Stunden gegen Aqua dest. dia-
lysiert, anschliefend durch ein 100 nm Sartorius-
Membranfilter abfiltriert, mehrmals mit Aqua dest.
gewaschen und getrocknet (48 Stunden bei + 25 °C
und 20 min bei +90 °C). Die Aktivitit der Probe
wird auf dem Filter mittels Methandurchflufizéhler
bestimmt (Tab. IT). Um die Proteinkomponente und
mogliche Sulfatgruppen des Melanoproteinkomple-
xes der Melanosomen abzutrennen, werden diese mit
15 ml 6 N Salzsdure in ein Bombenrohr eingebracht,
einige Male alternierend mit Stickstoff durchspilt
und evakuiert, schlieBlich unter Vakuum abgeschmol-
zen und vier Tage bei 140 °C hydrolysiert. Das Eva-
kuieren erfolgt stets nach Eingefrieren des Substrats
mit fliissigem Stickstoff. Nun wird das unlosliche
Restmelanin, ohne Sulfatgruppen und Protein-
matrix, abfiltriert, griindlich gewaschen, getrocknet
und die Aktivitat festgestellt (Tab.Il). Aus dem
Filtrat, welches das Proteinhydrolysat und eventuell
Sulfationen enthalt, erfolgt die Probe auf radio-
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Abb. 1. Mikroautoradiographie &dlterer und jiingerer peritonealer

Melanophoren von Poecilia reticulata. Totung 4 Tage nach In-

jektion von 30 uCi [33S] Natriumsulfat. Expositionszeit 60 Tage.

Pigmentzellen etwas mit Diaphanol gebleicht. (a = é&ltere, b =
jlingere Melanophoren). VergroBerung 213-fach.

Abb. 2. Ventrolateralansicht eines bosartigen Melanoms am

Schwanzstiel eines Gattungsbastards von Platypoecilus und Xi-

phophorus. Kaudal in Richtung auf das Melanom ist eine zuneh-

mende Reduktion der Schuppenstrukturen zu verzeichnen. Ver-
groflerung 2-fach.

Zeitschrift fiir Naturforschung 29 c, Seite 44 a.
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Abb. 3. Kaudalflosse eines Gattungsbastards von Platypoecilus

und Xiphophorus mit zwei Melanomflecken (links) und das ent-

sprechende Negativ der Autoradiographie (rechts). A= Artefakt,

M =Melanomflecken. Tétung 4 Tage nach Injektion von 40 uCi

[3°S] Natriumsulfat. Expositionszeit 40 Stunden. Vergriflerung
0,85-fach.

Abb. 4. Mikroautoradiographie eines Melanoms eines Gattungs-
bastards von Platypoecilus und Xiphophorus. Totung 4 Tage nach
Injektion von 40 uCi [33S]Natriumsulfat. Expositionszeit 150

Tage. Paraffinschnitt. M = dltere noch aktive Melanophore, Sv
Silberkornverdichtung iiber jungen Melanophoren. Vergroflerung
563-fach.

Zeitschrift fiir Naturforschung 29 ¢, Seite 44 b.
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Tab. I. Trennungsschema fiir Melanosomen (alle Stufen bei
0—4 °C; nach M. Seiji et al., 1963 '® verdndert).

Melanomgewebe in 5—10 Vol. 0,25 M Saccharoselosung
3 min homogenisiert (Potter-Elevehjem)
|

|
zentrifugiert (700 x g fiir 10 min)
|
|

Sediment I Uberstand I
(Kernfraktion, Erythrocyten,
Bindegewebe, restliche intakte
Zellen.) Weiterverarbeitung:
enzymatische Hydrolyse zur Ge-

winnung triagerfreier Melanine.

zentrifugiert
(11000 x g fiir
10 min)

|
Sediment I
(resuspendiert in 0,25 M
Saccharoselosung)

Uberstand 11
(verworfen)

zentrifugiert
(15000 x g fiir 10 min)

Uberstand I1T
(verworfen)

Sediment III

(Melanosomen; Weiterverarbei-
tung : salzsaure Hydrolyse zur Ab-
trennung von Sulfatgruppen und
Proteinmatrix, Bariumsulfat-
fallung. Aktivitatspriifung von
reinen Melanosomen, Bariumsulfat,
Proteinhydrolysat und Melanin-
Restkorper ohne Eiweifle und
Sulfatgruppen)

Tab. II. Beispiel einer Aktivitdtsmessung von Melanosomen,
Restmelanin ohne Proteinmatrix und Sulfatgruppen, Ba-
riumsulfatfallung und des EiweiBBhydrolysates der Protein-

matrix.
cpm cpm % der Ge- Menge
ohne Null- samtakti-
effekt vitdt ohne
Nulleffekt
Nullwert 45
Melano-
somen 5.722  5.677 100 3,2 mg
Restmelanin
(ohne Pro-
tein u. Sul-
fatgruppen) 60 15 ca. 0,3 0,6 mg
Bariumsulfat- 222 5.662 ca. 99,7 249,8 mg*
fallung (korri-
giert)
Bariumsulfat-
fallung
(Blindwert) 50 278,3 mg ™
Nullwert 21 100 2l
Protein-
hydrolysat 21,5 100

* Flissigkeitsscintillationsmessung, * inklusive Sulfatfillung
nach Zugabe von ca. 0,04 ml Schwefelsdaure (1,84).
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aktives Sulfat durch Bariumsulfatfallung. Nach Ab-
filtrieren des Bariumsulfats wird es getrocknet und
die Aktivitdt mittels eines MethandurchfluBBzahlers
bestimmt. Die Aktivitdt des Filtrats (Proteinhydro-
lysat) ermittelt man durch Flissigkeitsszintillations-
zdhlung (Tab. II). Da die radioaktiven Sulfationen,
um eine quantitative Fallung zu garantieren, zusam-
men mit einem Zusatz inaktiver Sulfationen gefallt
werden, ist bei Aktivitaitsmessungen die erhohte
Selbstabsorption des Fallungsproduktes zu bertick-
sichtigen und der Mewert dementsprechend zu kor-
rigieren.

b. Enzymatische Abtrennung reiner Melanine ohne
Proteinmatrix

Reine Melanine konnen aus Melanomen extra-
hiert werden, indem man das ganze Melanomgewebe
enzymatisch hydrolysiert und von den unléslichen
Melaninen abtrennt!?. Zur Priifung der Aktivitits-
verteilung werden dann sowohl die Melanine als
auch das restliche Melanom-Hydrolysat nochmals
einer salzsauren Hydrolyse unterworfen. Die beiden

Tab. III. Trennungsschema von reinen Melaninen aus Mela-
nomen durch enzymatische Hydrolyse und Weiterverarbeitung
von Melaninen und Hydrolysat fiir Aktivitdtspriifungen.

Melanomgewebe
(enzymatische Hydrolyse mittels Pronase)

Filtrat Melanine
(Gesamtprotein- (ohne Proteinmatrix)
hydrolysat und Ester- Aktivitatspriifung

sulfate des Binde-
gewebes

salzsaure Hydro- |
<« lyse zwecks Ester- —

spaltung
(6 N~ HCI)
— i - ]
Filtrat Barium- Filtrat I Melanine
(Gesamt-  sulfat- (ohne Pro-
protein- fallung (1) tein- und
hydrolysat) Aktivitats- sulfat-
Aktivitdts- priifung gruppen)
priifung Aktivitdts-
priifung
Barium- Filtrat 1T
sulfat- Aktivitdts-
fallung (2) priifung
Aktivitdts-
prifung
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Hydrolysate werden getrennt auf radioaktives Sul-
fat bzw. radioaktives Protein und Sulfat untersucht

(Tabn. IIT und 1V).

Tab. IV. Beispiel einer Aktivitdtsmessung von Melaninen

ohne Proteinmatrix, von Melaninen ohne Proteinmatrix und

ohne Sulfatgruppen, von Bariumsulfatfdllungen und Gesamt-
proteinhydrolysat.

cpm cpm % der Ge- Menge
ohne Null- samtakti-
effekt vitdt ohne
Nulleffekt

Nullwert 45
Melanine
(ohne Pro-
tein) 4.191  4.146 100 17,3 mg
Melanine
(ohne Pro-
tein und Sul-
fatgruppen) 65 20 ca. 0,5 9,0 mg
Bariumsulfat-
fallung (1) 1.635 230,3 mg ~
Bariumsulfat- 447  4.126 ca. 99,5 1929 mg”
fallung (2) (korri-

giert)
Bariumsulfat-
fallung
(Blindwert) 50 278,3 mg *
Nullwert 21 100 pl
Gesamtpro-
teinhydro-
lysat (ohne
Sulfate) 19,8 * 100 zl
Filtrat II 24,5* 100 zl

Die Priifung der Aktivititsverteilung in Melano-
men von Zahnkarpfen-Bastarden nach [3S]Na-
triumsulfat-Applikation ergibt die grofite Aktivitats-
menge im Bindegewebe, wobei der radioaktive
Schwefel in Form einer Sulfatesterbindung sulfatier-
ter Mucopolysaccharide vorliegt, deren Proteinkom-
ponente frei von Radioaktivitdt war. Auflerdem fand
sich eine beachtliche Aktivitdit im Melanoprotein-
komplex der Melanophoren. Die Untersuchung zeigt,
dal} auch hier der applizierte Schwefel in der pros-
thetischen Gruppe, dem Melanin selbst, in Sulfat-
esterbindung vorkommt, wiahrend die Proteinmatrix
keine nachweisbare Radioaktivitat zeigt.

Diskussion

Die Schwierigkeit, bei Melaninen eine strukturelle
Information zu bekommen, ist darin begriindet, daf}
dies eine gewisse Regelmafigkeit voraussetzt. Hier-

durch unterscheidet sich die Klasse der heteropoly-
meren Melanine grundsitzlich von der der Nuclein-
sduren, Proteine und Polysaccharide®. Die Anga-
ben tiber den Schwefelgehalt der Melanine weichen
in der Literatur stark voneinander ab. Einige Auto-
ren fanden keinen, andere bis zu 117% Schwefel. Die
ganz verschiedenen Angaben iber die Zusammen-
setzung der Melanine beruhen zum Teil darauf, daf}
nicht zwei Autoren die gleiche Darstellungsmethode
angewandt haben, daf} keine der angewandten Me-
thoden die Gewihr einer definierten Abbaustufe
bietet 2!, Dazu kommt, daB Melanine verschieden-
ster Genese miteinander verglichen wurden. Fast
allen Schwefelbestimmungen war eine Behandlung
der Melanine mit starken Sauren, oft auch mit hei-
Ben starken Laugen vorausgegangen® % 22, Bei der-
gleichen drastischen Behandlungsmethoden bleiben
zwar Sulfhydrylgruppen bzw. in einem heterocycli-
schen Ring eingebauter Schwefel weitgehend erhal-
ten, liage jedoch der Schwefel in der prosthetischen
Gruppe ausschliefllich in Sulfatester-Bindung vor, so
ist es nicht verwunderlich, wenn auf diese Art und
Weise ein zuweilen negatives Ergebnis beziiglich des
Schwefelgehaltes der proteinfreien Melanine vorge-
tduscht wird. Das Pigment, das urspriinglich gebil-
det wurde, wird meist sehr lange in der Zelle zuriick-
gehalten 23. Sehr lange Retentionszeiten des einmal
gebildeten Melanin sprechen fiir die Langlebigkeit
und fiir den geringen Umsatz oder Verlust von Me-
lanin, was die meist ausbleibende Markierbarkeit
durch radioaktiven Schwefel erklart. Diese Befunde
werden durch Untersuchungen von Fitzpatrick und
Kukita 2* gestiitzt, die feststellen, daB beim adulten
Huhn, Maus und Menschen die Tyrosinaseaktivitat
im Pigmentepithel und somit auch die Pigmentsyn-
these fehlten. Wie Mikroautoradiographien von
Melanomen nach Radio-Sulfatinjektion zeigen,
diirfte die Melaninsynthese in jungen Pigmentzellen
grofler sein als in reiferen, wodurch eine Aussage
tiber das physiologische Potential der sich ent-
wickelnden Pigmentzelle moglich ist. Die unter-
schiedliche Markierbarkeit der einzelnen Melano-
phoren eines Melanoms kann daher durch ein quan-
titativ unterschiedliches Verhiltnis von Pridmelano-
somen, Melanosomen und reifer Melaningrana in
den entsprechenden Pigmentzellen bedingt sein.

Die Analyse des Melanomtrockenpulvers ergibt,
dall der radioaktive Schwefel zum iiberwiegenden
Teil in den sulfatierten Mucopolysacchariden des
Melanom-Bindegewebes lokalisiert und zum gerin-
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gen Teil im Melanoproteinkomplex enthalten ist. Es
gilt allgemein als gesichert, dal Ruminantier > und
Hiihner 26 {iber die Mikroorganismen des Verdau-
ungstraktes in geringem Umfang aus anorganischem
Sulfat Proteinschwefel synthetisieren konnen. Aus
diesem Grund muf} auch bei Fischen der mogliche
Einbau von Sulfatschwefel in Disulfidbriicken bzw.
Sulfhydrylgruppen der Proteinmatrix der Melanine
durchaus in Erwigung gezogen werden. Nach Ab-
trennung der Melanine vom Trigereiweill und
Untersuchung des letzteren auf Radioaktivitdt kann
diese Moglichkeit ausgeschlossen werden. Wenn bei
Fischen der Melanoproteinkomplex nach [3%S]Na-
triumsulfat-Applikation nun aber eine radioaktive
Markierbarkeit zeigt, in den Tragereiweillen aber
keine meBbare Aktivitat nachzuweisen ist, so muf}
sich die Aktivitdt wesentlich auf die chromophore
Gruppe beschrianken. Hieraus resultieren Fragen
nach der Art und Weise der Inkorporation des
Schwefels im Melaninmolekiil. Wird das radioaktive
Sulfat als solches unverandert, z.B. als Schwefel-
saureester in das Melanin eingebaut? Erfolgt der
Einbau des Schwefels nach Reduktion in Form einer
Sulfhydrylgruppe oder befindet er sich gar in einem
heterocyclischen Ring der Farbgruppe? Es konnte
jedoch gezeigt werden, dall bei den vorliegenden
Versuchen an Gattungsbastarden von Platypoecilus
und Xiphophorus markierte Derivate des radioakti-
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