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1. Einleitung: Blochs »Dopac.

In einer Reihe bedeutsamer Arbeiten hat Bruno Bloch, unter-
stitzt von seinen Mitarbeitern, nachgewiesen, dal Dioxyphenylalanin eine
starke Schwirzung gerade an jenen Hautstellen, Zellen und Zeliteilen
bei Gefrierschnitten von Saugetieren hervorzurufen imstande ist, welche
in vivo Pigment erzeugen. Das kurzweg als »Dopa¢ bezeichnete
Dioxyphenylalanin kann demnach als Indikator fiir eine in der Warm-
bliiterhaut vor sich gehende Pigmentbildung verwendet werden. Bloch
zieht nun daraus den SchluB}, daB wahrscheinlich das zum Melanin
der Wirbeltierhaut sich umwandelnde Chromtogen mit Dopa identisch
sei und die Umwandlung vermittels eines spezifischen Fermentes er-
folge, das er »Dopa-Oxydase« nennt und welches noch viel spezifischer
ware als die Tyrosinase, da es bloB die Dopa, nicht aber das Tyrosin
oder andere verwandte Chromogene zur Melaninbildung veranlassen

1) Ein Auszug dieser Arbeit erschien unter dem Titel: Mitteilungen aus der
Biologischen Versuchsanstalt der Akademie der Wissenschaften, Zoologische AD-
teilung, Vorstand H. Przibram. 42. Einwirkung der Tyrosinase auf sDopac
(zugleich: Ursachen tierischer Farbkleidung IV) im Akademischen Anzeiger der
Akademie der Wissenschaften in Wien Nr. 18, 1819.
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kénne. Vorsichtigerweise betont Bloch in allen seinen Publikationen
(z. B. 1917 Problem S.199) den hypothetischen Charakter dieser Theorie,
welche der Melaninbildung aus Tyrosin und #hnlichen Substanzen
mittels Tyrosinase bei Wirbellosen (und, wie ich hinzuftige, bei Hali-
masch) jene aus Dopa mittels Dopaoxydase bei den Wirbeltieren ent-
gegenstellt. Fine solche Verschiedenheit der Melanine bei diesen beiden
Tiergruppen hitte an sich gewiB nichts Unwahrscheinliches, da ja die
Wirbeltiere sich auch sonst durch Ausbildung besonderer chemischer
Parallelen zu den Chemismen der Wirbellosen auszeichnen, z. B. in
ihrem Muskelplasma (Przibram 1902). Dazu kommt noch die ge-
ringe und kaprizidse Art, mit welcher Preflisifte aus Wirbeltierhauten
auf den Zusatz von Tyrosin antworten. Mit solchen Tyrosinasever-
suchen (Przibram und Brecher 1918, 1919; Przibram 1918, 19189,
Przibram und Dembowski 1918, 1919) beschiiftigt, schien mir daher
Blochs Entdeckung in héchstem Grade willkommen, um auch bei
Wirbeltieren zu deutlicher Melaninbildung in vitro gelangen und auf
diese Art die Modifizierbarkeit der Farben durch verschiedenfarbiges
Licht nachweisen zu kénnen. Nach vergeblichen Versuchen, mir Dopa
auf anderem Wege zu verschaffen, habe ich mich an Professor
Bloch mit der Bitte um Uberlassung einer geringen Menge dieser
Substanz gewendet. Obzwar selbst nicht reichlich versehen, hat er
mir in liebenswiirdigster Weise eine fiir viele Versuche geniigende Probe
Dioxyphenylalanin zugesendet, wofiir ich ithm an dieser Stelle meinen
allerherzlichsten Dank auszusprechen erlaube.

Wir konnten uns sogleich iiberzeugen, dafl Dopa in der Tat auler-
ordentlich leicht zu einem dunklen Pigmente oxydiert werden kann.
Gerade die Leichtigkeit dieser Farbbildung fi6Bte mir jedoch den Ver-
dacht ein, es kdonnte moglicherweise die Dopareaktion nicht .auf einer
spezifischen Dopaoxydase beruhen, sondern die Spezifitdt nur dadurch
vorgetiuscht werden, daB eben von allen bisher gepriiften Chromo-
genen das Dioxyphenylalanin die am leichtesten oxydable Substanz
sei, welche dahér noch von so geringen Mengen eines Fermentes zur
Farbbildung angeregt wird, die zur Umwandlung anderer Chromogene
nicht ausreichen wiirden. Es schien mir deshalb empfehlenswert die
Einwirkung der “Tyrosinase auf Dopa zu priifen, um festzustellen, ob
Dopa eines eigenen Fermentes bedirfe oder nicht etwa durch sehr
schwache Tyrosinase umgesetzt werde, welche Tyrosin nur sehr wenig
oder gar nicht mehr anzugreifen imstande ist. Die Berechtigung
dieser Fragestellung ergibt sich auch aus den vergeblichen Versuchen
Blochs und seiner Schiiler, wafrige Lésungen der Dopacxydase zu
erhalten, indem zwar im Hautbrei von Ducrez (Bloch 1917, Problem,
8. 196, 1917, S. 245) schwache Dopareaktion erhalten wurde, bel weiterer
Verarbeitung zu Extrakten aber eine solche vollig versagte. Wiirde
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sich die Annahme einer eigenen Dopa-Oxydase als iiberfliissig erweisen,
so erhebt sich dann die weitere Frage, ob die Dopa nicht bloB als
aullerordentlich empfindlicher Indikator fiir schwache Pigmentbildungs-
fermente anzusehen ist, welche aber nicht das natiirliche Chromogen
der Wirbeltiere zu sein brauchte. Gegen die Dopa als wirklichen
Ausgangspunkt fiir die Pigmentbildung in der Wirbeltierhaut kénnte
namlich das von Bloch betonte Fehlen ihres Nachweises im Tier-
korper, vielleicht auch ihre toxische Wirkung (vgl. Bloch und Ryhiner
1917, S.188) ins Treffen gefiilhrt werden, wenngleich letztere im Sinne
Blochs (ebenda S.186) gerade durch die abbauende Wirkung der
Oxydase beseitigt werden soll. Sodann scheint mir auch die Dopa
etwas zu viel zu leisten, wenn sie an gelben bis braungelben Haut-
stellen tiefschwarze Niederschlige liefert (Bloch 1917, Problem, S. 174
Bloch und Ryhiner 1917, S. 206), wenngleich dies Bloch durch das
vermehrte Chromogenangebot erkliren mag, wie er es, wie ich glaube
mit Recht, fiir die Addisonsche Bronzekrankheit verantwortlich macht
(Bloch und Loffler 1917). Endlich versagt die Dopareaktion gerade
dort, wo bei den Wirbeltieren meist intensiv schwarze Pigmentierung
auftritt, ndmlich im Auge (Bloch und Ryhiner 1917, S. 238) und
es wiirde daher noch eine weitere Art der Melaninbildung fiir dieses
Organ anzunehmen sein. Deshalb ist auch die Untersuchung von
Augen in die vorliegende Arbeit einbezogen.

2. Einwirkung von Prefsiiften und Tyrosinasen auf »Dopac.
a) Salamandra maculosa.

Zu Dembowskis Versuchen dienten zundchst PreBsifte aus den
zerkleinerten Hiuten von Feuersalamandern. Diese Lurchart, Sala-
mandra maculosa, kommt in zwel Farbrassen vor, nimlich der mehr
schwarzen forma typica und der mehr gelben forma taeniaia. Mit
Riicksicht auf Kammerers Arbeiten iiber die Modifizierbarkeit dieser
Farbrassen durch die Farbe der Umgebung und andere duBere Ein-
fliisse hatten wir gerade dieses Amphibium bereits frither zur Her-
stellung von Tyrosinase ausgewihlt. Da Bloch an Tritonen die zu-
erst an Saugern festgestellte Dopareaktion ebenfalls bestitigt gefunden
hatte (Bloch und Ryhiner 1917, S. 235), so diirfen~ wir Lurche zur
Prifung dieser Frage heranziehen.

Wir haben bei allen Versuchen Fermente nach dem fiir Tyrosinase
von Fiirth (1901) ausgearbeitetem Verfahren darzustellen gesucht und
meist in 0,05% Natronlauge geldst. Mit der Gefrierschnittmethode
haben wir nicht gearbeitet, da sie nach den erschépfenden Darstel-
lungen Blochs keine neuen Aufschliisse erwarten lief.

Trotz der tiefschwarzen Farbe an den nicht gelben Stellen der
Salamanderhaut trat nur eine schwache Dunkelfirbung beim Zusatze
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von PreBsaft oder daraus bereiteter Fermentlosung zu Tyrosin auf.
Allerdings ist ein deutlicher Unterschied zu konstatieren; je nachdem
man die schwirzere forma typica oder die gelbere f. taeniata verwendet,
denn die aus den Taemiata-Hiuten gewonnenen Lésungen firbten das
Tyrosin héchstens gelblich zu einer Zeit, zu der analog zugesetzte
Lésungen aus Hauten der typischen Form bereits deutliche Abscheidung
von Melanin aufwiesen. Ein solcher Unterschied war auch zwischen
den dunklen und hellen Hautstellen ein und derselben Farbrasse zu
bemerken, wenn die Haute vor der weiteren Verarbeitung zuerst mit
einer feinen Schere in die gelben und schwarzen Teile zerlegt worden
waren (z. B. Dembowskis Versuch vom 21. X.—3. XIL 1917).

Der erste Versuch mit Dioxyphenylalanin ergab eine weit stirkere
Melanisierung in der Eprouvette als je mit Tyrosin erzielt worden war.
Am 18.IX. 1917 war eine 1%, wiBerige Dopaltsung hergestellt und
zu je /> cm® derselben um 330" ein Tropfen Tyrosinase von 8. macu-
losa f. typica, baw. f. taeniata, zugesetzt worden. Bereits um 3%40',
also nach 10 Minuten, begannen die mit Fermentidsung beschickten
Eprouvetten orangerote Farbe anzunehmen, wihrend die blol mit Dopa
ohne Zusatz belassenen Kontrollproben farblos geblieben waren. Am
nichsten Tage, vormittags 9™ war f. fypica stark braun, f. taeniata
fast ebenso dunkel, die Kontrollen sehr blaB-briunlich. Nach weiteren
24 Stunden waren beide Salamanderproben tiefschwarz, die Kontrolle
braun, nach abermals 24 Stunden auch diese ebenso dunkel wie die
nicht weiter veriinderten Salamanderproben.

Gleichzeitig mit Tyrosin aufgestelite analoge Proben zeigten erst
nach 8 Tagen eine schwache Briunung der mit Salamanderlésung be-
schickten Eprouvetten, wihrend die reinen Tyrosinproben vollkommen
farblos geblieben waren. Die Dopa hatte sich; wie ja nach Blochs
Entdeckung nicht anders zu erwarten war, dem Tyrosin in der Mela-
ninbildung weitaus iiberlegen gezeigt. In weniger als einem Tage
hatten die Dopaproben, mit den Fermenttropfen beschickt, jene Farb-
bildung lingst iiberholt, die im Tyrosin erst in 8 Tagen auftrat;
aber selbst die unbeschickten Kentrollproben waren nach einem
Tage bereits dem Zustande der fermentbeschickten Tyrosinproben nach
8 Tagen voraus. Da mithin die zugesetzte Tyrosinaseldsung zwar
eine Beschleunigung der Melaninbildung in der Dopa um etwa
einen Tag bewirkt hatte, nach dieser Zeit aber eine Einholung der
Melaninbildung durch die unbeschickten Dopaproben stattgefunden
hatte, so schien es mir zweifelhaft,” ob wirklich ein Ferment fiir diese
Beschleunigung verantwortlich zu machen sei, oder ob nicht ein anderer
Umstand das Vorauseilen der beschickten Proben veranlasse. Ein
solcher konnte in der zur Losung der Tyrosinase verwendeten 0,05%
Natronlauge gelegen sein, da wir bereits friiher den Reaktionszustand
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als wichtiges Moment kennen gelernt hatten (Przibram und Brecher
1919, S. 107; Przibram 1919, S. 214).

Die Versuche wurden deshalb unter Hinzufiigung von Proben wieder-
holt, die an Stelle der Salamanderldsungen bloB mit einem Tropfen
0,05 % Natronlauge beschickt wurden. Es zeigte sich noch am Auf-
stellungstage, 19. IX., und noch deutlicher am folgenden Tage, daB
die mit Natronlauge allein beschickten Dopaproben ebenso stark dunkel-
ten als jene mit den Tyrosinaselosungen aus Salamanderhiuten. Es
sei noch bemerkt, dal diesmal . m. j. typica schwécher anging als
}. taeniata, hingegen mit einer schwicheren Dopalésung z—1/s %/00
bessere Resultate ergab als mit der 1%/q; diese ging eine Spur stirker
an als die bloB mit NaOH beschickten Eprouvetten. Da Melaninbildung
bei Zusatz von 0,05 % Natronlauge zu Tyrosin nicht beobachtet worden
war, so sind wir berechtigt den Schlul zu ziehen, dal Dopa im Gegen-
satze zu Tyrosin bereits durch Hinzufiigung sehr geringer Alkalimengen
in seiner Melaninbildung wesentlich verstirkt wird, ohne dafl eine
Oxydase oder gar ein spezifisches Oxydationsferment vorhanden zu
sein brauchte (selbstverstindlich ist die Anwesenheit von Sauerstoff
erforderlich, Bloch und Ryhiner 1917, S. 183).

Um diesen Satz weiter zu stiitzen, wurden die aus Salamander-
hauten am 13, bzw. 16. IX. gewonnenen Extrakte am 16. IX. sorg-
faltig neutralisiert und dann genau auf die Alkalinitit der 0,05%
NaOH gebracht. Am 3. X. aufgestellte Dopaproben beschickt mit diesen
Lésungen sowie zur Kontrolle mit Tropfen reiner 0,05% Natronlauge
zeigten nach 24 Stunden genau gleiche Dunkelfirbung und erreichten
am 5. Tage eine tiefschwarze Endstufe.

Zugleich waren Proben mit je einem Tropfen 0,5°%,0 Natronlauge
aufgestellt worden, welcher die Dopa sogleich zitrongelb farbte, und
diese erreichten bereits am 4. X. die definitive schwarze Farbung. Die
zehnmal stirkere Alkalinitit hatte also eine mindestens fiinfmalige
Verstirkung der Wirkung herbeigefithrt. Die nicht mit Alkali be-
schickten Proben fingen erst nach 2 Tagen an sich schwach zu briunen
und hatten die anderen nach 3 Tagen noch nicht eingeholt, wohl
aber nach 5 Tagen annihernd -erreicht.

Die direkte Azidititsmessung der Tyrosinaselésungen aus Salaman-
derhduten war am 26. IX. ausgefithrt worden. Als Indikator diente
eine gesittigte Lésung von Phenolphthalein in Normalnatronlauge
1000mal mit destilliertem Wasser verdiinnt. Zu 1 cm?® Indikator
wurde tropfenweise Tyrosinase zugegeben, bis zum vollstindigen Ver-
schwinden der roten Farbe. Um eine neutrale Reaktion zu erreichen,
wurden von S. m. f. typica 2 Tropfen, von f. taenmiata nur 1 Tropfen
gebraucht; letzterer Extrakt war also der saurere. Dieses Verhaltnis
ist aber nicht stets konstant, denn am 30. X. brauchte PreBsaft aus
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beiden Formen 3 Tropfen zur Neutralisation, es waren diesmal beide
alkalischer. Es wurden nun Proben mit /2%, Dopaldsung zu 1 cm?®
aufgestellt, denen je 1 Tropfen /. ‘typica, bzw. f. taentatn hinzugefiigh
wurde, und unbeschickte Kontrollproben, sowie Tyrosinldsung mit den
analogen Beschickungen. Am nichsten Tage, 31. X. vormittags, waren
beiderlei Salamanderproben wie gewdhnlich vor der unbeschickten Kon-
trollprobe angegangen, aber am 2. XI. von dieser erreicht, am 4. XL
{iberholt und verdnderten sich vom 7. XI. bis 28. XI. in ihrer braunen
Farbung nicht weiter, wihrend die Kontrollprobe nun tiefschwarz war.
Tine Nachpriifung der Aziditiaten der Proben mittels des Viskostago-
nometers (Traube 1914, Traube und Somogyi 1914), welches zu-
nehmende Aziditit durch Ablesung weniger Teilstriche angibt, zeigt
eine Ansiuerung gegeniiber nicht beschickten Kontrollproben von
Tyrosin (130,7 Teilstriche) oder Dopa (ebensoviele), und zwar waren
die mit forma typica beschickten Proben von Tyrosin weniger sauer
geworden (121,86 Teilstriche) als die in Dopa (116,7 Teilstriche), wahrend
umgekehrt bei f. taeniata die Tyrosinproben saurer geworden waren
(118,0 Teilstriche) als die Dopaproben (124,7 Teilstriche). Dieses Resul-
tat stimmt mit der oben erwihnten Beobachtung iiberein, daB §.
taeniate in Dopa eher bessere Wirkung erzielte als 8. fypica, S. typica
hingegen in Tyrosin entschieden bessere als S. taeniata. Es ist dabel
in Betracht zu ziehen, daB wir in den Hautextrakten auBer den Oxy-
dasen noch Katalagen mitfilhren, welche nach Wo. Ostwalds Unter-
suchungen meist zu den Oxydasen invers ab- und zunehmen (vgl
Wo. Ostwald in Przibram 1919, S. 247).

Wo die Katalasen stark sind, halten sie die Wirkung der Oxy-
dasen auf und umgekehrt und die Wirksamkeit beider Fermente wird
durch iduBere Faktoren in entgegengesetzter Richtung verschoben, da-
her handelt es sich vielleicht um Zustinde eines Fermentes. Enthalt
f. taeniata mehr Katalase als /. fypica, so gibt es mit Tyrosin schlechtere
Oxydase-(Tyrosinasejwirkung. Auf Dopa scheint aber der Katalase-
zustand mit der Tyrosinase gleichsinnig oder wenigstens nicht invers
zu wirken, so daB die katalasereichere f. faeniata die bessere Melani-
sierung hervorruft. Hier missen eigens auf Katalase gerichtete Unter-
suchungen weitere Aufschliisse bringen. Einmal wurde von Dem-
bowski 14. XI.—17. XII. 1917 stirkere Braunfirbung der Proben mit
taeniata auch in Tyrosin beobachtet. Da im Winter spiter ein volliges
Versagen der Salamander in Bezug auf Tyrosinasewirkung zu konsta-
tieren ist, so deutet dieser Versuch auf ein fritheres Erlschen der
Tyrosinase bei f. typica, was wieder mit dem Importe der f. laeniata
aus ndrdlicheren Gegenden (Westfalen) nach Wien zusammenhéngen
kénnte, da sie unseren Winter als milder empfinden wiirden. Jedoch
kann jetzt schon angegeben werden, dafl schlieBlich die paralysierende

Archiv fiir Entwicklungsmechanik Bd. 48. 10
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Wirkung der Katalase sich auch in Dopa geltend macht, da die ohne
Beschickung aufgestellten Dopaproben stets, wenn auch erst nach
einigen Tagen bis zu einer Woche tiefschwarze Firbung annehmen
und dabei meist alle beschickten Proben iiberholen. Ja es wird sogar
dfters nicht bloB eine Verhinderung der definitiven Schwarzfirbung,
sondern sogar ein Zurlickgehen der bereits braungewordenen Farbe
an den mit Extrakten von Salamanderhiiuten beschickten Dopaproben
beobachtet, und zwar betrifft dieses Verhalten beide Formen (Versuche
Dembowskis vom 31. X. 1917. Als das fiir unsere Problemstellung
interessanteste und sicherste Ergebnis geht aus den Salamanderver-
suchen hervor, daf Dopa ohne Einwirkung eines Fermentes bei Hin-
zufiigung sehr schwachen Alkalis, namlich 1 Tropfen 0,05 —0,5% Natron-
lauge zu '/; bis 1 em?) stirker geschwirzt werden kann als durch die
Einwirkung -der fermenthaltigen Prelsifte eines Wirbeltieres. Die Ein-
wirkung stirkerer Alkalien, !/;o Normalnatronlauge, auf seine Gefrier-
schnitte beschrieb Bloch (Bloch und Ryhiner 1917, S. 221) folgen-
dermaflen: »Nach der Alkalienwirkung firbt sich der Schnitt in der
Dopalésung in -toto dunkel, offenbar wieder (wie bei der Erhitzung)
durch die Bildung oxydierender Abbausubstanzen.« Mir scheint die
diffuse Farbung durch die Loslichkeit der Melaninvorstufen in Alkalien
bedingt zu sein.

b) Mus decumanus und Cavia cobaja.

Wenn eine erhohte Alkalinitdat die Melaninbildung beglinstigt, so
lag es nahe, die mangelnde Pigmentbildung in weilen Hautstellen und
an albinotischen Hauten von Warmbliitern auf eine hohe Aziditit
zuriickzufiihren. ‘

Die Untersuchung von Preflsaften und nach der gewohnten Art
daraus hergestellten Fermentlosungen ergab die in folgender Tabelle
zusammengebrachten Vergleichswerte, denen auch jene fiir die analog
behandelten Augen hinzugefiigt sind. Als Versuchsobjekt diente zu-
niachst die Wanderratte, Mus decumanus.

In allen von Dembowski 1917 und 1918 mit den Ratten an-
gestellten Versuchsreihen ist bei den Hauten der Albinos eine geringere
Anzahl Tropfen zum Verschwinden der Farbe des in alkalischer Lésung
befindlichen Phenoclphthalein erforderlich, als bei jenen der wildfarbigen;
mithin sind die albinotischen Hiute tatsdchlich saurer und zwar zeigt
sich dies sowohl in beiden Geschlechtern als auch bei verschieden weiter
Verarbeitung der Hiute zu Preflsaft oder Fermentextrakt. Auch die
mit dem Viskostagonometer gepriiften Hiute ergeben weniger Teilstriche
fiir die Albinos, was stirker saure Reaktion bedeutet.

Auch bei Warmbliitern wurde ebenso wie bei den Salamandern
die Dopa durch die sanren Extrakte an der Melaninbildung gegeniiber
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Spezies: Mus decumanus; Beobachter: Jan Dembowski
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den unbeschickten Kontrollproben mit der Zeit gehindert und stets
gegeniiber den mit 0,05% NaOX-Tropfen. allein beschickten Proben
schon von anfang an geschwiicht. Auch hier lief sich durch Neutrali-
sation der Extrakte bis zum Ubereinstimmen des Titers mit den nur
alkalibeschickten Dopaproben nachweisen, da dann eine ebenso starke
Melanisierung wie mit letzterer Beschickung auftrat, also tatsichlich
der Reaktionszustand fiir die Schwirzung ausschlaggebend gewesen war.

Ich habe bereits in einem Vortrage vor der anthropologischen Ge-
sellschaft in Wien {1918, 8. 50) darauf hingewiesen, dall wir fiir das
Ausbleiben der Dopareaktion im Auge die bekannte saure Reaktion
der Augengewebe, die namentlich nach Belichtung gesteigert wird.
verantwortlich machen kénnen. Die Messungen von Augenprelsiften
bestiitigen den Zusammenhang noch insofern, als die Augen sowohl
der albinotischen als auch der vollfarbigen Ratten dhnliche oder sogar
noch gréBere Suuregrade aufweisen als die albinotischen Hiute der-
selben Versuchsreihen, derselben Exemplare.

Damit stimmt wieder die bedeutendere Schwaehung der Melanisie-
rung iiberein, welche die Augenextrakte in den Dopaproben hervor-
rufen. Dabei kommt es endlich zum Auftreten einer griinen Farbe,
die wir als »Minimalwirkung« der Melanisierung schon frither (Przi-
bram und Brecher 1919, S. 112) angesprochen hatten. Wir haben
auBer bei den Augen der Ratten diese griine Angehfarbe auch bei
jenen von Meerschweinchen beobachtet. Von dem Zusammenhang
zwischen der griinen Farbe, dem sauren Zustande und der Minimal-
wirkung der Tyrosinase zeugten auch Versuche Dembowskis vom
26. II1. 1917, bei denen Tyrosinproben mit einer aus Halimasch -
Rattenalbinohaut-Tyrosinase hergestellten Mischung beschickt worden
waren. Hier trat Verhinderung der Halimaschwirkung durch den
Rattenextrakt ein und es kam zu einer erbsengriinen Farbe. Wurde.
aber nun den Tyrosinproben zu 1 em® durch Hinzufiigen von 1 bis
2 Tropifen n/10 NaOH hohere Alkalinitit verliehen, so kam es zu einer
Briunung.

Umgekehrt wirkte eine Herabsetzung der Alkalinitit durch Hinzu-
fiigen von /s cm? destilierten Wassers oder 0.5 NaCl-Lésung zurm Ver-
schwinden des gelben Tones aus der griinen Farbe; 1 Tropfen H:0.
vertiefte den erbsengriinen Ton zu einem schmutzigen dunkelgriin.

Nach unseren bisherigen Erfahrungen konnen wir das Versagen
der Pigmentbildung auf den Reaktionszustand des Pigmentbildungsortes
zuriickfithren, namentlich auf Ubersiuerung (jedoch in gewissen Fillen
auch auf eine zu grofle Alkalinitit, Brecher 1921 VI; Prizbram 1919,
S.226). In der Haut, welche zeitlebens fiir die nachwachsenden Ober-
hautschichten und Haare Pigment zu liefern hat, fallen die jeweiligen
Pigmentstellen mit den Pigmentbildungsstellen zusammmen und es werden
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diese durch alkalische Reaktion vor den mehr sauren weillen ausge-
zeichnet sein. Beim Auge hingegen fillt der Pigmentbildungsprozef)
in embryonale und frihe postembryonale Stadien: hier ist das frith-
zeitige Auftreten desselben auf ‘die beginnende Ansiuerung zu beziehen,
welche zur Fiallung des auf der alkalischen Vorstufe gebildeten Mela-
nins fiihrt?). Mit dem Sehen kommt es aber dann zu weitgehender
Ansiduerung der Augengewebe und zum Erléschen der intensiven Pig-
mentbildung. Im Alter kommt es iibrigens auch in den sonstigen
Kérpergeweben zur Ubersiuerung, womit wohl das Weillwerden der
Haare zusammenhingt, das anscheinend durch Alkalisierungsprozesse,
z. B. gewisse Bestrahlung {vgl. Przibram 1919, S. 233), riickgingig
gemacht werden kann, was wieder darauf hinweist, daB nicht die
Melaninbildungsfaktoren verloren gegangen, sondern ein weiterer Zu-
stand hemmend eingewirkt haben muf. Das plétzliche Ergrauen nach
starken Gemiitserschiitterungen diirfte ebenfalls auf eine Ubersiuerung
der Gewebe mit nicht mehr riickgingig gemachtem Erldschen der Pig-
mentbildung zuriickzufithren sein (die Augen verlieren hierbei wohl
nicht das ohnehin an saurem Orte abgelagerte Pigment).

Wenn es richtig ist, dal der Reaktionszustand eines Pigment-
bildungsortes fiir das tatsichliche Eintreten der Dunkelfirbung maB-
zebend sei, so muBten wir erwarten, daf auch helle und dunkle Haut-

1y Fischel (1920) hat Einwinde gegen meine Auffassung der Melaninformen
als Fillungsprodukte vorgebracht, welche wohl teilweise auf der mir irrtiumlich
zugeschriebenen Leugnung des Vorhandenseins von Chromatophoren, teilweise auf
einer Uberschiitzung des histologisch Nachweisbaren zuriickzufithren sind. Bloch,
dem Fischel gewill keine mangelnde Kenntnis oder Wertschatzung der Histologie
zumuten wird, betrachtet bloB die Epidermiszellen mit pesitiver Dopareaktion
als »Melanoblasten« und 1Bt die in die Cutis abwandernden Pigmente durch die
»Chromatophoren« abbaunen und verschwinden (Bloch 1917, Problem 8. 164),
und zwar auch bei Amphibien (8. 166, Triton). Er betrachtet die urspriingliche
Form des Pigmentes als unmittelbaren Ausfluf der Dopareaktion, die spétere
Anordnung als einen passiven Vorgang. Wie weitgehend die Vorginge in der
Eprouvette sich aber mit jenen in lebenden Organismen vergleichen lassen, dafiir
sprechen die soeben von Uhlenhuth (1919) infolge der Kriegswirren ohne meine
vorherige Kenntnisnahme publizierten Beobachtungen der nachtriglichen An-
ordnung aus der Iris und dem Pigmentepithel des Frosch- und Salamanderauges
in fliissige Medien austretenden Pigmentes zu Pigmentstrdngen. Auch Uhlen-
huth ist gewiB mit der Histologie der Amphibien genau vertraut: er fafit aber wie
ich die Pigmentierung als einen rein chemischen, die Depigmentierung als einen
physikalischen Proze( auf, der keinerlei »Aktivitdt« seitens der Zellen erfordert
(S.542). Meinen bisherigen Grundsitzen getreu werde ich mich auf eine Polemik
rait Fischel nicht einlassen, komme ibrigens auf meine Grinde dafiir, dafl der
Kontraktionszustand der Chromatophoren allein fiir die Farbverschiedenheiten
nicht ausschlaggebend sein kann, noch bei der Publikation von Versuchen an
Stabheuschrecken zuriick. Fiir die Amphibien werden auch an unserer Anstalt
im weiteren Verfolg der Kammererschen Arbeiten ausgefithrte Versuche ent-
sprechende Bestiitigung beibringen lassen. »
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stellen ein und desselben Tieres sich durch den Reaktionszustand
unterscheiden, wie ja Bloch gefirbte von ungefirbten Stellen durch
die »Dopa«reaktion unterscheiden konnte. Zu unseren Versuchen
diente in Ermangelung von zweifarbigen Ratten, deren wir zufillig
keine melr erlangen konnten, das Meerschweinchen, Cavia cobaja.
Von einem dreifarbigen Excmplare wurden nach Abpriparieren der
Haut und Abscheren der Haare die weilen, rotgelben und schwarzen
Felder mit der Schere abgesondert und getrennt dem Zerkleinerungs-
und Extraktionsprozesse unterworfen, nachdem jede Partie gewogen
worden war. Das nicht ganz geschlechtsreife Tier lieferte 5 g weil’-
bebaart gewesener Hant und je 6 g rotgeib- bzw. schwarzbehaart ge-
wesener. Jede Partic wurde mit der doppelten Menge physiologischer
Kochsalzlésung verrieben. Die sogleich nach Fertigstellung des Pre8-
saftes vorgenommene Titrierung, welche L. Brecher nach derselben
Methode wie vorher Dembowski an den Ratten anwandte, ergab
eine saurere Reaktion der weiBen und lichten, rotgelben Hautstellen
gegeniiber den schwarzen; cin Befund, der auch bel spiteren Nach-
priifungen sich bestitigte (vgl. die Tabelle, Zeile 25—33). Der Befund
steht in bezug auf weil und schwarz in vélliger Ubereinstimmung mit
unsercr Vermutung und auch mit der »Dopareaktion« nach Bloch.
Weniger gut harmoniert die véllige Gleichheit des Reaktionszustandes
bei weiBen und gelbroten Stellen. wobei allerdings auf die geringe
Empfindlichkeit der verwendeten Titrierung durch ganze Tropfen — die
freilich auch mittels geteilter Biirette kountrolliert und richtig befunden
wurde — und den groBen Unterschied in der Dunkelheit des Gelbrot
zum Schwarz hingewiesen werden konnte. Immerhin scheint aber
Bloch bei seinen Schnitten an Meerschweinchenhaut eher einen
groferen Unterschied zwischen ganz ungefarbten und gefirbten Stellen
als zwischen gelben und schwarzen durch »Dopa« entdeckt zu haben.
Hier konnte also neben dem Reaktionszustande oder sogar teilweise gegen
denselben die Fermentwirkung noch an der »Dopa« sich bemerkbar
gemacht haben. Wir werden noch sehen, wie dies zu verstehen ist.

¢) Phalera bucephala und Devlephila vespertilio.

Ist fiir dic Pigmentbildung bei Warmbliitern der Reaktionszustand
derart maBgebend, daB man die Dopa zugleich als Indikator fiir
Pigmentbildung und fiir alkalischen Reaktionszustand ansehen kann,
so kénnen wir diec Annahme ciner spezifischen Dopaoxydase entbehren:
die Schwarzfirbung durch Dopa zeigt uns den Reaktionszustand der
betreffenden Gewebs- oder Zellpartie an. Da aber Dopa auch ohne
jedes Ferment durch bloBen Zusatz von schwachem Alkali sogleich
zur Melaninbildung getrieben wird, “so missen wir noch untersuchen,
ob tberhaupt ein Oxydationsferment imstande ist, die Schwarzfirbung
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zu beschleunigen, oder ob die Schwarzfirbung der Dopa nicht schon
durch den Reaktionszustand einer beliebigen Stelle bestimmt wird, die
gar kein Ferment zu enthalten brauchte. Zu diesen Versuchen diente
Tyrosinase aus den gerade verfiigbaren Puppen des Mondfleckes, Phalera
bucephala, am 22. IX. 1917 nach der gewohnten Methode bereitet.
Aufgestellt wurden Eprouvetten mit /s cm? einer '/2%/so Dopalésung
und auch solche mit gesittigter Tyrosinldsung, denen um 10% 15" vor-
mittags je 1 Tropfen Phalera-Tyrosinase 'zugesetzt wurde. Als Kon-
trollen dienten unbeschickte und mit 1 Tropfen 0,05% NaOH be-
schickte Dopaproben, aufferdem waren noch Tyrosinasen albinotischer
und wildfarbiger Ratten -mit beiden genannten Chromogenen in Ver-
wendung. Die Wirksamkeit der Bucephala-Tyrosinase zeigte sich an
den Tyrosinproben um 10" 25" desselben Vormittags in einer Vertiefung
‘der anfinglich schwach gelblichen Fiarbung, um 11® 30’ trat ein vio-
letter Ton am Grunde der Eprouvette auf, um 3" nachmittags war die
ganze Probe tiefviolett, am folgenden Tage um 9" vormittags tief-
schwarz; die Rattenextrakte hatten wiahrend der ganzen Zeit nicht
reagiert. Noch ehe die Tyrosinproben mit Phalera-Tyrosinase ihre
Farbe veréindert hatten, ndmlich um 102 20’, war in den mit derselben
Tyrosinase beschickten Dopaproben schwache Braunung erfolgt, die um
10t 25’ in ein Graulilla nmgeschlagen war, um 11* 30 die im Tyrosin
erst nachmittags erreichte Violettstufe durcheilte, um 3® nachmittags
schwarzviolett wurde und am nichsten Tage ebenso wie die analog
beschickte Tyrosinprobe aussah. Im Gegensatze zu den Tyrosinproben
hatten aber auch die mit Rattenextrakten versetzten Dopaproben sich
zwar langsam, aber allméhlich gebrdunt und waren am 25. geschwirzt.
DaB hier keine spezifische Dopaoxydase im Spiele war, zeigten wieder
die Kontrollproben ohne Extrakt, aber mit 1 Tropfen 0,05% NaOH,
denn diese durchliefen noch eine Spur schneller dieselben Schwérzungs-
gtufen. Weder in den mit Rattenextrakten, noch mit NaOH allein
beschickten Dopaproben trat eine violette Angehfarbe auf und nirgends
war noch am Aufstellungsvormittage eine deutliche Farbwirkung zu
sehen; wie sie bei den mit Puppentyrosinase beschickten Proben von
Dopa oder auch Tyrosin zu erblicken war.

Es unterlag daher keinem Zweifel, dal Tyrosinase ebenso wie auf
Tyrosin auch auf Dopa eine spezifische Wirkung ausiibt, die sich einer-
seits in einer Beschleunigung der Melaninbildung, andererseits in der
Beibehaltung der »spezifischen Angehfarbe« ausspricht. Es ist dies
iibrigens ein weiterer schoner Beleg fiir die von uns (Przibram und
Brecher 1919, S.127) an mehreren Chromogenen und Tyrosinasen
demonstrierten Sitze: »Fiir die Angehfarbe ist demnach die verwendete
Tyrosinase allein ausschlaggebend. Aus der Angehfarbe der Tyrosinase
in Tyrosin kénnen wir voraussagen, welche Farbe ein Chromogen
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anderer Provenienz unter dem Einflusse derselben Tyrosinase annehmen
wird.« Diese Bestitigung ist um so wertvoller, als es sich hier um
ein chemisch genau charakterisiertes, von Tyrosin verschiedenes Chro-
mogen, die Dopa, handelt, welches mit derselben Tyrosinase starke
Ausfirbung liefert. Dafl es sich bei der Einwirkung der Puppen-
extrakte auf Dopa ebenso wie bei jener auf Tyrosin um Ferment-
wirkung handelt, konnte leicht durch Temperaturversuche demonstriert
werden. Am 24. X. wurde Puppentyrosinase auf 45° erwiirmt und
um 11® 30" zu Dopaproben zugesetzt, wihrend andere Dopaproben
mit der nicht vorerwirmten, bei 18° C gehaltenen Tyrosinase versetzt
wurden. Um 12" waren letztere violett, erstere aber infolge der Wirme-
schidigung des Fermentes noch nicht angegangen; erst anderen Tages
waren beide Proben schwarz, unbeschickte Kontrollproben erst grau.
Ahnliches Resultat ergaben Wiederholungen der Versuche am 25. X.
Diesmal war auch auf 70° vorerwirmte Tyrosinase verwendet worden;
diese vermochte auch nach einem Tage in den Dopaproben keine
Farbung hervorzurufen. Nun ist 70° die obere Grenze der Tyrosinase-
tiatigkeit in Tyrosin, und zwischen 40 —350" liegt die erste Schwichung
(Przibram und Brecher 1919, S. 104).

Um noch einige Bedenken gegen die eben besprochenen, mit
Phalera-Puppen angestellten Versuche zu beseitigen, wurden spater
Puppen des Fledermausschwirmers, Deilephila vespertilio, verwendet,
giner Schmetterlingsart von naher Verwandtschaft mit dem seinerzeit
von Fiirth (F. u. 8. 1901) verwendeten Wolfsmilchschwirmer, Deile-
phila euphorbiae. -

Es konnte nimlich noch der Einwand erhoben werden, die Kin-
wirkung - der verwendeten, in 0,059% Natronlauge geldsten Phalera-
Tyrosinase auf Dopa sei nur diesem L&sungsmittel zuzuschreiben ge-
wesen, dem dann freilich »fermentativer« Charakter zugebilligt werden
miiBte. Dieser Einwand muBte fallen, wenn Fermentextrakte auch
ohne Alkalizusatz stark beschleunigend wirken oder bedeutende Ver-
anderungen des Alkaligrades weniger Unterschied in der Melanisierung
ergeben, als Zusatz des Fermentes.

Am 10. April 1919 wurden durch L. Brecher je zwei Proben zu
1 em? 1% Dopalésung mit 2 Tropfen H.O bzw. n/20, n/40, n/80 NaOH
oder mit 1 Tropfen dieser Zusitze plus 1 Tropfen in destilliertem
Wasser geldster Puppentyrosinase, ferner n/160 NaOH plus Puppen-
tyrosinase aufgestellt. Das Resultat war schlagend: die sicher weit-
aus dem Alkaligehalte nach geringeren letzten Eprouvetten mit Tyro-
sinase zeigten stirkere Reaktion als die mit stdrkeren Alkaligraden
ohne Ferment beschickten. Bereits 1 Stunde nach der Aufstellung
war dies bemerkbar, sehr deutlich nach 24 Stunden; nach 48 Stunden
waren alle Unterschiede durch die vollendete Schwirzung verwischt.
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d) dgaricus melleus.

Eine ganz analoge, zugleich aufgestellte Serie mit Halimasch an
Stelle der Puppentyrosinase gab analoges Resultat bei etwas lang-
samerer Wirkung; sehr schon trat wieder die rote Angehfarbe des
Halimasch gegeniiber der violetten der Puppen hervor.

Ein zweiter Einwand gegen unsere Deutung wire der, daB der
RinfluB der Tyrosinase auf Dopa der Verunreinigung mit Peroxyden
zuzuschreiben wire. Ich bin Herrn Professor Schlenk fir die An-
regung dankbar, zu prifen, ob die dopaschwirzende Wirkung des
Alkalis auch ohne Fermentzusatz vielleicht auf Peroxydspuren zuriick-
zufithren sei, welche meistens im kiiuflichen Alkali vorhanden seien.

Zu dieser Priifung kann eine Versuchsreihe von je 4 Eprouvetten
herangezogen werden, die mit dem Zusatze von 1 Tropfen 1%, Dopa
zu je 1 cm® Tyrosinldsung (zu anderen Zwecken) am 6. VI 1919 auf-
gestellt worden waren. Es zeigte sich, daB in dieser Mischung bei
Hinzufiigung eines Tropfens n/40 NaOH eine starke Melanisierung nach
24 Stunden auftrat. Wurde dieser Alkalitropfen durch einen solchen
von Wasserstoffsuperoxyd einer derartigen Konzentration ersetzt, dal
die gleiche Menge OH-Gruppen zugegen war, so trat in gleicher Zeit
nur eine schwache Gelbfirbung auf. Setzte man die Konzentration
weiter herab, so wurde die sichtbare Wirkung bei Herabsetzung auf
die Hilfte eine Spur, bei ein Viertel bereits merklich starker, indem
an Stelle des gelblichen ein briunlicher Ton auftrat. Wurde jedoch
an Stelle des H.0. destilliertes Wasser verwendet, so war die Wirkung
noch besser, die Angehfarbe deutlich violett; die Intensitit der Far-
bung lieB aber keinen Vergleich mit der bei n/40 NaOH-Zusatz zu.

In einer anderen Versuchsreihe wurde eine 1°%/4¢ Dopalfsung mit
1 Tropfen n/80 NaOH (= 0,05%) bzw. 1 Tropfen der erwihnten HO,-
Losung oder einer doppelt und halb so starken versetzt, endlich mit
1 Tropfen destillierten Wassers (4.—5. VIL. 1919).

Auch hier versagte H,0. als Melaninférderer selbst gegeniiber HaO.
Wasserstoffsuperoxyd bt also keine dem Alkali entsprechende Wir-
kung aus. Seine Gegenwart vermindert sogar die Wirkung gegeniiber
einem gleichen Zusatz destillierten Wassers. Man kann sich aber auch
direkt von der melaninschidlichen Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds
iiberzeugen, wenn man zu den Gemischen Tyrosin -+ 1 Tropfen Dopa
gleichzeitig in dieselbe Eprouvette 1 Tropfen H:0: und 1 Tropfen n/40
NaOH hineingibt; dann wird die Melaninbildung unterdriickt und tritt
auch nach 3 Tagen nicht auf. “Es spricht also nichts dafiir, die Wir-
kung der Natronlange auf eine Beimengung von Peroxyd zuriickzu-
fithren, denn bereits geringe Mengen desselben verhindern diese
Wirkung.
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3. Priifung von Chromogenen auf ihre Eignung
zur Melaninbildung.
a) Verhalten natiirlicher und kinstlicher Chromogene
gegen Millons Reagens.

Kommen wir ohne spezifische »Dopa«oxydase aus, so fragt es
sich noch, ob wir tatsichlich bei Wirbeltieren an Stelle des bei ge-
wissen Pilzen und wirbellosen Tieren als Chromogen postulierten
Tyrosins die »Dopa« annehmen sollen. Dembowski hat die in
rohem Verfahren erhaltenen tierischen Chromogene mittels Millons
Reagens auf Tyrosin gepriift (Versuche vom 21. IIL 1917; Przibram
und Brecher S. 120). Sowohl die PreBsifte aus Salamanderhiuten
(Salamandra maculosa forma typica) als auch aus den Rattenhiuten
(Mus decumanus) gaben kriftige Karminfarbung, und zwar ebenso stark
wie gesittigte Tyrosinlosung, welche als Kontrolle mit aufgestellt worden
war. Von den Ratten wurden auBer den dunklen Hautstellen der wild-
farbigen auch deren weille Bauchstellen behandelt und zeigten ebenso
starke Reaktion wie die dunkle Oberseite, ein weiterer Beweis dafiir,
daB nicht die Abwesenheit jedes [Chromogens an der WeiBfirbung
schuld sein kann (vgl. hieriiber Przibram und Brecher 1919, S.128
u. 172; Przibram 1919, S. 226). Fast ebenso starke Reaktion er-
gaben auch albinotische Minnchen und Weibchen. Wurden jedoch
durch das frither (Przibram und Brecher 1919, S. 126) beschrie-
bene Verfahren EiweiBspuren durch Erhitzen auf 90 —100° und Ab-
filtrieren aus dem ohnehin mit Ammonsulfat gefillten Prefisafte noch
eliminiert, so ist die Anwesenheit von Tyrosin (oder eines anderen
Monoxyphenyls) in tierischen Chromogenen nicht mehr zu erweisen.
Solche Versuche haben wir bis jetzt an den drei verschiedenfarbigen
Partien des Meerschweinchens, am Feuersalamander und an Puppen
des groBen Nachtpfauenauges, Safurnia pyri, mit gleichem Erfolge
angestellt. '

Es sei daran erinnert, dal auch Firth nach sehr sorgfaltiger
Elimination des Eiweilles durch Fallung mit salzsiurehaltiger Phosphor-
wolframsiiure im Puppenchromogen keine Millonsche Reaktion fand,
obzwar die Tyrosinase sehr starke Melaninbildung an der gereinigten
Fraktion hervorrief. Man kénnte daher glauben, daB Tyrosin als
natiirliches Chromogen nicht nur bei den Wirbeltieren, sondern auch
bei den Wirbellosen auszuschlieBen sei. Allein dieser Schlull wire
voreilig, denn es mufl noch untersucht werden, wie sich Tyrosin ver-
hilt, wenn man es denselben Prozeduren unterwirft, unter welchen
das nattirliche Chromogen zwar von Tyrosinase angegriffen wird, aber
von Millons Reagens nicht mehr rosa gefirbt wird. Ich veranlalte
L. Brecher, ein ebenso wie die natiirlichen Chromogene behandeltes
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Tyrosin auf Millonsche Reaktion hin zu priifen, und es zeigte
sich, daB eine in gleicher Weise wie das natiirliche Chromogen be-
handelte Tyrosinlésung keine Spur einer Rosafirbung erhalt, hingegen
eine griingelbe Farbe annimmt, wie es Fiirth auch fiir das Puppen-
chromogen angegeben hatte. Eine nicht vorbehandelte Tyrosinlésung
halber Konzentration ergab als Kontrolle gleichzeitig eine prachtvolle
Karminfarbung.

Eine mit der behandelten Tyrosinldsung #quimolekulare Dopa-
probe erlitt bei gleicher Behandlung eine Briunung, gab selbstredend
auch behandelt keine Millonsche Reaktion.

Aus diesen Versuchen miissen wir den Schlufl ziehen, dafl Tyrosin
bei Fallang mit Ammonsulfat und Kochen in einen anderen Ké&rper
iibergefiihrt wird, der keine Millonsche Reaktion mehr gibt, also kein
Monoxyphenyl mehr sein kann. Es wiirde nun nahe liegen, an die
»Dopa« zu denken, welche als Dioxyphenyl von vornherein keine
solche Reaktion geben kann. Es lige dann die Moglichkeit vor, dal3
in den natiirlichen Chromogenen das zweifellos aus Kiweispaltung
stets entstehende Tyrosin sich auch im Tierkdrper teilweise zu Dopa
und stets dieses die Grundlage der Melaninbildung abgeben wiirde.
Allein das Verhalten der natiirlichen Chromogene spricht nicht dafiir:
sie liefern bei der Behandlung wasserklare Fliissigkeiten, wahrend
darin vorkommende »Dopa¢ sich durch Braunung kenntlich machen
sollte. Wir haben zur weiteren Priifung dieser Frage die genannten
natiirlichen Chromogene teils durch Zusatz von Tyrosinaseldsung
{2 Tropfen auf 1 cm®) mit oder ohne Natronlauge (0,05%), teils mit
Tropfen Natronlauge allein zur Melaninbildung zu zwingen gesucht,
und es hat sich herausgestellt, daB nur die -fermenthaltigen Proben
angingen, wihrend die bloB mit Natronlauge beschickten selbst nach
2 Tagen vollig wasserhell blieben. Nun haben wir aber oben gesehen,
daB Dopa durch Natronlauge allein fast eben so gut zur Schwirzung
getrieben wird, als durch nicht natronlaugehaltige Tyrosinase.

Es bleibt immerhin mdglich, daf geringe Spuren von Dopa in den
Chromogenen vorhanden wiren, aber der Grofiteil der natiirlichen Tier-
chromogene kann weder bei Wirbellosen noch bei Wirbeltieren von
ihr gestellt werden, es sei denn, daB die Vorbehandlung der Chromo-
gene die Dopa so veriindert, dall sie nun ihre leichte Verinderlichkeit
durch Alkali einbiiflt, was allerdings nach einigen Proben der Fall zu
sein scheint. Diesen Ausweg macht aber von vornherein das ver-
schiedene Verhalten der Dopa gegeniiber den natiirlichen Chromogenen
wihrend der Vorbehandlung selbst unwahrscheinlich.

EBs bleibt somit immer noch die grifte Wahrscheinlichkeit, daf
Tyrosin die Grundlage des tierischen Melanins bildet.

Weitere Versuche werden die definitive Entscheidung zu bringen haben.
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b) Melaninbildung kiinstlicher und natiirlicher Chromogene.

Wenn wir das Tyrosin als Grundlage der natiirlichen Melanine be-
trachten, so miissen wir uns noch iiberzeugen, ob nicht auch andere
der bisher in Betracht gezogenen Chromogene mit Tyrosinase Melanin
zu bilden imstande sind. Um vergleichbare Stirken der Schwirzungen
zu erhalten, habe ich eine Reihe mit gesittigter Tyrosinldsung &dqui-
molekularer Lisungen folgender Stoffe hergestellt:

Tyrosin, Dopa, Pyrogallol, Brenzkatechin, Hydrochinon, Resorzin,
Phenol, ferner gesittigte Losung derselben {mit Ausnahme von Dopa,
um mit diesem Stoffe zu sparen, der ja iibrigens bereits in der mit
gesattigter Tyrosinldsung #quimolekularen Losung gute Schwirzung
gibt) und nicht genau bestimmte Losungen von Tryptophan, Adrenalin,
Halimaschchromogen und Chromogen von Schmetterlingspuppen (Deile-
‘phila vespertilio). Homogentisinsdure, die auch sehr beachtenswert wire
(vgl. Przibram und Brecher 1919, 8. 119), hatte ich mir leider
nicht verschaffen kénnen.

Die Anfangsfarbe aller Proben der aquimolekularen Reihe war bis
auf das gelbliche Pyrogallol annihernd farblos; hingegen wiesen die
konzentrierten Lésungen verschiedene Farbtéme auf, die der beige-
gebenen Tabelle zu entnehmen sind; ganz entsprechende Tdne stellen
sich ohne Fermentzusatz bei den dquimolekularen Lésungen ein, wenn
sie einige Tage der Luft ausgesetzt werden; bei Brenzkatechin und
Adrenalin bildet sich sogar ein schmutzigbrauner Satz. Typische
Melaninschwirzung ist zu gleicher Zeit spontan nur bei der Dopa auf-
getreten. '

Bei Zusatz von Halimaschtyrosinase bzw. Pﬁppentyrosinase machen
sich in allen Lsungen wieder die fiir jedes dieser Fermente charakte-
ristischen Angehfarben bemerkbar, indem Halimasch einen orange bis
rosa, Deilephila einen mehr gegen Blau verschobenen Ton liefert. Beim
aquimolekularen Brenzkatechin und beim Tryptophan addiert sich diese
Farbe in der gelblichen Lésung zu Schmutziggrin, in allen anderen
ist die blauviolette Angehfarbe deutlich. Aber nur in Tyrosin und
Dopa, sowie in Halimasch: und Puppenchromogen kommt es weiter
zu einer typischen Schwirzung und Melaninbildung, in allen anderen
verwendeten Chromogenen, mochten sie aquimolekular oder konzen-
trierter genommen worden sein, ging die Schwirzung kaum iiber das
hinaus, was auch ohne Fermentzusatz zu erreichen war. Wohl waren
bei Brenzkatechin voluminése Fallungen aunfgetreten, aber diese machen
nicht den Eindruck natiirlichen, schwarzen Melanins und bilden nicht
den Endzustand, der in einer gelblichbraunen Ldsung mit tritbem
Satze besteht. Im konzentrierten Pyrogallol tritt eine helle Fallung
auf. Da diese beiden Fillungen bloB von Vespertilio-, nicht von Hali-
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maschtyrosinase induziert werden, so diirfte es sich um eine Ausfillung
durch saure Reaktion handeln, die mit der Fermentwirkung weiter
nichts zu tun hitte.

Nachdem die Proben der verschiedenen Chromogene ohne und mit
Tyrosinasezusitzen lingere Zeit gestanden und teilweise verdunstet
waren, zeigten sich Verschiedenheiten in den Figuren, unter welchen
dunkle Niederschlige bei den verschiedenen Chromogenen aufgetreten
waren. Diese teilweise auf Kristalle, teilweise auf unkristallisierte
Melanine zurickfithrbaren Figuren erinnern uns an jene Gebilde, welche
wir frither bei verschiedenen Farbrassen von Dizippus (vgl. Przibram
und Brecher 1919, S. 133, 136, 175) an deren Chromogenen beob-
achtet hatten. Sie sind insofern von Bedeutung, als sie mit oder ohne
Tyrosinase in der fiir das betreffende Chromogen charakteristischen
Form auftreten, ebenso wie es damals bei den Dizippus-Rassen der
Fall gewesen war. Jedoch hatte es sich dort nicht um verschiedene
Formen des Melanins, sondern um feine weile oder lichtblane Figuren
gehandelt, die bloB bei bestimmter kiinstlicher Beleuchtung deutlich
zu erkennen waren. Immerhin sehen wir wieder, dafl im Gegensatze
zur Beeinflussung der Angehfarbe durch verschiedene Tyrosinasen die
Niederschlagsformen von der Verwendung verschiedener Chromogene
abhingen. Einzelheiten sind den zwei letzten Kolonnen unserer Tabelle
zu entnehmen. Hervorgehoben sei die prachtvolle Ausbildung »melano-
phoren«-ghnlicher Formen im konzentrierten Pyrogallol, die reichliche
dendritische »Melanin«(?)-bildung im konzentrierten Brenzkatechin und
die Sonderung des konzentrierten Phenols unter dem Einflusse der
Tyrosinasezusitze in eine wasserhelle Fliissigkeit. mit roten, lartigen
Tropfen. Ohne Fermentzusatz bleibt das' konzentrierte Phenol eine
einheitliche rote Losung. Dieser Stoff bildet also insofern eine Aus-
nahme, als sein Schicksal ohne und mit Zusatz verschieden ausfillt;
es handelt sich aber bei der konzentrierten Losung nicht um Absatz-
figuren. Hingegen traten in der nichtkonzentrierten Ldsung bei Tyro-
sinasezusatz braune palisadenférmige Niederschlige lings der alten
Oberfliche auf, die bei der unbeschickten Losung selbst nach voll-
stindiger Verdunstung kaum zu bemerken waren. Sowohl in konzen-
trierter als auch in der verdiinnten Losung war die Wirkung der
Halimasch- und der Puppentyrosinase ganz die gleiche.

Da von den untersuchten kiinstlich hergesteliten Chromogenen das
Tyrosin und die Dopa allein wesentliche Melanisierung durch Tyro-
sinasezusatz erfahren hatten, war es uns darum zu tun, zn unter-
suchen, ob Aquimolekulare Lsungen dieser beiden Stoffe durch die-
selbe Tyrosinase ohne irgendwelche Nebenwirkung, wie sie etwa Alkali
auf Dopa ausiibt, gleich stark beeinflufit oder ob die Dopa im Vor-
teile sei. Kntsprechende Versuche, von L. Brecher 4. VIL 1919 auf-
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Tabelle der Priifung verschiedener Chromogene mit zwei Tyrosinasen
—— - — e
: i Aquimole- | Zu_yBe:reit. ;
Je 5 Proben Formel ! Mole kulare I(}égqnu{’lr‘eglrlj Ohne Fermentzusutz
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zu 1 cms des kular- | auf 1 cms | denje25ems i
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Tyrosin .1 CoH NOg 181 | 00004 | 0,01 wasser- | wasser- | — —
hell hell
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r | ! | schwarz |
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; i
; | |
| i | | !
! | : E & ;
3 \ ’ !
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| | | ‘ |
| ! i | 1 ’
i ! ! | ; ;
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{ ! i ]
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hell i
Phenol .| CgHg0 94 | 00002 | 0,005 s » blaf- ' unver-
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|
| F
Tryptophan. .| CiyHiaNeOs | 204 | 0,00045 | — —_ ; — i griinlich  unver-
i i - indert
| | |
R L
Adrenalin . .| GHNO; | 114 J 000025 | — - —  'gelbbraun.  rot-
‘ [ : © brauner
i i ! __Satz
Halimasch- ? \ 2 ? ‘ — Po— — i orange : rothraun
chromogen i :
i : | i [ X
t : : . | !
Puppen- ? ra ? e e ‘ briunlich; unver-

chromogen

indert
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fVersuche Przibram-Brecher, 10.—19. April 1919).
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gestellt, bedienten sich einer wisserigen, ohne Natronlauge bereiteten
Tyrosinase. In einer Versuchsreihe wurden je zweli Proben Tyrosin
(0,01 g auf 25 cm? dest. Wasser) und je zwei mit dquimolekularer Dopa
(0,01125 g auf 25 cm?®) durch je 1 Tropfen verschieden verdiinnter Hali-
maschtyrosinase angetrieben, die von 1/; bis /1es durch fortgesetzte
Versetzung mit gleichem Volumen destillierten Wassers hergestellt
worden war. Die um 10" 45" vormittags-aufgestellten Proben mit halb-
verdiinnter Tyrosinase waren sowohl in Tyrosin als auch Dopa um
112 20" deutlich rosa angegangen; bei Dopa war auch eine Spur Wir-
kung zur selben Zeit in /4 und Ys; deutlich angegangen waren diese
auch in Tyrosin um 12" 40°, zu welcher Zeit die in /> rot waren; in
Dopa begann nun auch /35 anzugehen. TUm 4 45" nachmittags war
Tyrosin bis /s rot, Dopa 1/z rot, Yy und /s violettrot. Dopa ¥/1s
war sehr schwach rosa. Am Abend des nichsten Tages war auch
Tyrosin /16 angegangen. In den Dopalsungen machte sich dann
durchweg eine Verdunkelung geltend, wie sie spontan auftritt, so dab
am 7. alle Dopaproben, auch zwei zur Kontrolle ohne Fermentzusatz
aufgestellte, dunkelbraun waren, wahrend die Tyrosinproben, von 1/se-
Tyrosinase angefangen vollig farblos geblieben waren. Die Dopa zeigte
also, abgesehen von ihrer spontanen Schwirzung, nur einen ganz ge-
ringfiigigen Vorsprung gegeniiber Tyrosin, wenn dquimolekulare Chromo-
gen- und gleiche Tyrosinasekonzentrationen verwendet worden waren.

Noch weniger Unterschied zeigte eine zweite Versuchsreihe, die
fast gleichzeitig, um 10 55" aufgestellt, sich von der vorigen dadurch
unterschied, daB nicht verschiedene Tyrosinase-, sondern verschiedene
Chromogenkonzentrationen angewendet wurden. KEs kamen je zwel
Proben der frither bereiteten Tyrosinlésung und ebenso viele der Dopa-
16sung zur Aufstellung, denen je 1 Tropfen !/1-Tyrosinase zugefiigt
wurde. Ferner ebenso viele Proben der durch fortgesetzte Versetzung
mit gleichem Volumen destillierten Wassers verdiinnten Chromogene,
endlich noch zwei Proben reinen destillierten Wassers, alle mit je
1 Tropfen */;-Tyrosinase beschickt. Die Dopaproben bis /15 hinunter
waren um 112 15', jene des Tyrosins auch hereits um 11225  ange-
gangen; um 12250" waren alle diese bis /s deutlich rot, Y/1s und /32
gelb-rosa; um 5" nachmittags hatte sich der Zustand nicht wesentlich
verindert. Am 7. VIL. 9" 45" vormittags waren alle Tyrosin- und Dopa-
proben mehr oder minder ausgefirbt, die Proben Wasser mit Tyro-
sinase vollig farblos.

Deutliche Unterschiede zeigten sich nur in den Konzentrationen,
nicht in den Chromogenen gleicher Konzentration. Es waren Tyrosin-
und Dopaproben der nicht verdiinnten Lésung dunkelbraun, der 1%
verdiinnten eisenviolett, der /y grauviolett, der /s etwas lichter, der
/16 violettgrau, der /52 grau, der /sy heller grau, der /125 noch heller
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gefirbt. In dieser Versuchsreihe, bei welcher es sich um Verdinnung
der Chromogene handelt, macht sich die spontane Dunkelfirbung der
Dopa in den geringeren Konzentrationen noch weniger bemerkbar und
das Ferment bringt es zu analoger Wirkung wie im Tyrosin. Wir
konnen die Proben mit unverdiinnten Chromogenen und !/;-Tyrosinase
auch noch in Vergleich setzen zu denen im fritheren Versuche mit
verdiinnten Tyrosinasen; die !/ verdiinnten Tyrosinasen durchlaufen
wenigstens 5 Minuten spéter, aber sonst in analoger Weise, bei beiden
Chromogenen dieselben Stufen der Farbung.

Aus den beiden *Versuchsreihen geht hervor, dafl die meist beob-
achtete intensivere Schwirzung der Dopa gegeniiber Tyrosin sich nicht
auf das stirkere Angreifen der Tyrosinase auf Dopa beziehen laBt,
sondern daher kommt, daB die Dopa in Wasser leichter 18slich ist,
daher konzentrierter verwendet werden kann, sowie dal} sie sich spon-
tan auBerordentlich rascher als Tyrosin und namentlich bei Alkali-
zusatz ebenso rasch als durch Ferment sich schwirzen laflt {(die An-
wendung festen Tyrosins soll noch aus anderen Griinden geprift
werden).

Da wir neben der Fermentwirkung die spontane, durch Natron-
lauge forderbare Schwirzung an Dopa auftreten sehen, so miissen hier
zwei verschiedene Prozesse zur Melaninbildung, besser gesagt: zur
Schwirzung, fithren. Nun unterscheidet sich Dopa vom Tyrosin ledig-
lich durch das Vorhandensein einer OH-Gruppe mehr, und zwar jener
in Metastellung zur Seitenkette (Bloch 1917, S. 231). Fiir den Fer-
mentangriff, der gleichférmig dquimolekulares Tyrosin und Dioxyphenyl-
alanin angreift, kommt als Angriffsstelle diese Metagruppe also nicht
in Betracht, vielmehr muB eine beiden Chromogenen gemeinsame
Gruppe das Angriffsziel bilden. Als solche kommt die Seitenkette in
Betracht, da diese auch bei der Hefegirung des Tyrosins angegriffen
wird (Gortner, vgl Przibram und Brecher 1919, S. 120). Hin-
gegen muf der Angriffspunkt fiir die »Dopareaktion«, bedingt durch
spontane Oxydation oder Alkalizusatz, eben im OH der Metagruppe
liegen, denn bei Fehlen dieser im Tyrosin oder auch bei ihrer Ei-
setzung durch OCH; (Bloch 1917, 8. 420) bleibt jene aus.

Auf ganz anderemn Wege als gelegentlich einer fritheren Publikation
(Przibram und Dembowski 1919) sind wir zu dem Schlusse ge-
langt: »dall zwei verschiedene Melaninbildungen vorkommen« (S. 268).

Auch diesmal ist es wahrscheinlich geworden, daf} bei der ohne
Lichtbeeinflussung vor sich gehenden spontanen (oder Alkali-)Schwir-
zung im Kerne, bei der indirekt durch das Ferment lichtbeeinfluf-
baren Fermentreaktion aber »der Angriffspunkt in der Seitenkette. ..
zu suchen« ist. Wir sehen auch wieder, da3 der Eintritt einer Hydroxyl-
gruppe, und zwar diesmal im Kerne, an der Dopa »relativ schwer

Archiv fiir Entwickiungsmechanik Bd. 48. 11
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oxydable Substanzen oft leicht oxydabel« macht, wie dies fiir den
Eintritt in die Seitenkette bekannt war (Flirth und Jerusalem,
vgl. Przibram und Brecher 1919, S. 121).

Zusammenfassung.

1. Dioxyphenylalanin, Blochs »Dopa«, schwirzt sich selbst in
sehr verdiinnten Loésungen spontan an der Luft und ist daher wesent-
lich leichter oxydabel als Tyrosin, das selbst in konzentrierter wiBriger
Lésung sich spontan nur nach sehr langer Zeit sotet.

2. »Dopa¢ kann durch sehr geringen Alkalizusatz zu intensiver
Schwirzung gebracht werden, ohne dal ein organisches Ferment zu-
gegen sein miifite.

3. Dasselbe Resultat wird bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd
picht erreicht, das vielmehr in steigender Menge hemmend wirkt; die
Wirkung des Alkalis kann also nicht auf unbeabsichtigter Verunreini-
gung mit Peroxydspuren zuriickgefiihrt werden.

4. »Dopa« wird durch sehr geringen Siurezusatz in seiner Pigment-
bildung geschwicht, so z. B. schon durch PreBsaft von Salamander-
hauten.

5. Gesattigte »Dopa«-Losung wird durch Tyrosinase rascher als
gesittigte Tyrosinlgsung zur Pigmentbildung veranlaflt, und hierbei
kann die Wirkung des Alkalizusatzes noch iibertroffen werden.

6. Bei aquimolekularen Losungen von »Dopa« und Tyrosin wird
durch dieselbe Tyrosinasestirke dieselbe Schwirzung erzielt.

7. Die Angehfarbe der »Dopa« modifiziert sich in analoger Weise
wie bei Tyrosin und allen anderen untersuchten Chromogenen je nach
der verwendeten Tyrosinase; hat bei Halimaschtyrosinase roten, bei
Schmetterlingspuppen violetten Ton.

8. Wiahrend sich die Angehfarben nach der Tyrosinase richten,
treten bei verschiedenen Chromogenen charakteristische Fillungsformen
auf, die sich mit den Tyrosinasen nicht &ndern.

9. Albinotische Haute von Ratten reagieren saurer als solche von
vollfarbigen.

10. Helle Hautstellen von Meerschweinchen reagieren saurer als
schwarze desselben Exemplars.

11. AugenprefBsifte sowohl albinotischer als vollfarbiger Ratten
reagieren mindestens ebenso sauer wie die Prefsifte aus albinotischen
Hiuten.

12. Diese Augenpre8sifte erzeugen mit »Dopa¢ griine Farbe, die
friher als Minimalwirkung von Tyrosinase in Tyrosin wiederholt be-
obachtet worden war.

13. Eine eigene »Dopaoxydase« von der Tyrosinase zu unter-
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scheiden, ist nicht notwendig, denn »Dopa« ist ein vorziliglicher Indi-
kator fiir Stellen wirksamer Tyrosinasen.

14. Das Entfallen der » Dopa«-Reaktion an den albinotischen Hauten,
Hautstellen und in den Augen von Siugetieren hingt von dem sauren
Reaktionszustande ab, der die Tyrosinase geschwicht hat (bei pigmen-
tierten Augen nach Abscheidung des Melanins).

15. Es spricht nichts gegen das Tyrosin als Grundlage der tieri-
schen Melanine, selbst nicht das Ausbleiben der Millonschen Reaktion
an den von Eiweillspuren gereinigten natiirlichen Chromogenen, denn
auch kiinstliches Tyrosin gibt nach entsprechender Behandlung nega-
tiven Ausfall dieser Probe.

16. Die untersuchten natiirlichen Chromogene von Wirbeltieren
ergaben weder die fiir » Dopa« charakteristische Briunung bei analoger
Behandlung, noch Schwirzung durch Alkali.

17. Zur Melaninbildung kénnen zwei Prozesse fiihren, deren einer
durch Alkaliangriff an der Hydroxylgruppe in Metastellung zur Seiten-
kette bei Dioxyphenylalanin wirk$, wahrend der andere bei Di- und
Monoxyphenylalanin (» Dopa« oder Tyrosin) durch Fermente (z. B. Tyro-
sinase) die Seitenkette angreift.
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Nachschrift.

1. Neuerdings war Herr Prof. v. Fiirth so freundlich, auf unsere
Veranlassung den 1901 negativ ausgefallenen Tyrosinnachweis im Puppen-
chromogen einer wiederholten Priifung zu unterziehen: Das nach Koagu-
lieren des Puppenblutes und Fallung mit salzsiurehaltiger Phosphor-
wolframséure von Eiweifl vollkommen befreite Chromogen ergab diesmal
bei vorsichtigem Zusatz des Millonschen Reagens und Erwirmen die
fiir Tyrosin charakteristische Reaktion. Xs sei daher an dieser Stelle
dem Wunsche des Herrn Prof. v. Fiirth gemiB, seine friihere Angabe
(vgl. Fiirth u. Schneider 1901) im Sinne der neueren Untersuchungen
dahin berichtigt, da im Chromogen des Puppenblutes freies
Tyrosin nachgewiesen werden kann. Diesem positiven Nachweis
zufolge ist das Tyrosin nicht mehr wie v. Fiirth bisher angenommen
hatte, als natiirliches Chromogen auszuschlieBen, ja es besteht, wie auch
v. Fiirth nun zugibt, eine groBe Wahrscheinlichkeit, daB das Chromogen
des Puppenblutes Tyrosin sei, wenn auch zurzeit die aus einer Analyse
des Chromogens allein mégliche direkte Bestatigung noch nicht gegeben
werden kann.

Den negativen Ausfall der Millonschen Reaktion bei der fritheren
Untersuchung (v. Fiirth und Schneider 1901) schreibt v. Fiirth
einem zu reichlichen Zusatz des Reagens zu, wobei die sich einstellende
griingelbe Farbung der Xantoproteinreaktion die Millonsche Reaktion
verdeckt habe.

Weitere Einzelheiten sollen erst in einer niichsten Publikation
Erwihnong finden.



Einwirkung der Tyrosinase auf »Dopac, 165

2. Was das Versagen der Millonschen Reaktion bei den von uns
durch Ammonsulfat sowie Kochen behandelten natiirlichen Chromogenen
und dem Tyrosin betrifft, so haben auch neuerliche Untersuchungen
an dem Tyrosin®dieses Verhalten vollkommen bestatigt: Eine mit ge-
sattigter Ammonsulfatlésung halbverdiinnte Tyrosinlésung zeigt im
Vergleiche zu einer nur mit Wasser halbverdiinnten nach Zusatz des
Millonschen Reagens und Kochen, erst bei einer im Verhaltnis zur
Tyrosinmenge groferen Tropfenanzahl eine bleibende Rotfarbung. Vor
dieser Grenze wird dieser fiir die Millonsche Reaktion charakteristische
Tarbungsproze3 durch eine andere Reaktion, die eine schwache Griin-
farbung ergibt, gestért. Die weiteren Ausfiihrungen bleiben ebenfalls
einer spiteren Publikation vorbehalten. ‘



