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On Formation of Fluorescent Compounds in Formaldehyde Treated Tissues 

Summary.ln formaldehyde treated tissues, fluorescent compounds are formed. 
We could demonstrate, that these compounds result from a reaction of biogenic 
amines such as g-phenylethylamines or t~-(3 indolyt) ethylamines with formal- 
dehyde to yield the fluorescent 3,4 dihydroisoquinolines or 3,4 dJhydro-g.-car- 
bolines. 

Zu~ammenfassung. In formalinfixierten Organen bilden sich fluoreszierende Ver- 
bindungen. Wit konnten nachweisen, dal.~ es sich bei diesen Verbindungen um 3,4 
Dihydroisochinoline bzw. 3,4 Dihydro-g-carboline handelt, die durch eine Reak- 
tion des Formaldehyds mit biogenen Aminen des Typs fs-Phenyl~thylamin bzw. 
fi-(3 Indolyl)~thylamin entstehen. 

Key words. Histologie - FormalinfL\ierung, Bildung fluoreszierender Verbindun- 
gen 

Bei der Untersuchung formalinfixierter Organe fanden wit in zwei F~illen eine 
basische Fremdsubstanz rnit deutticher blauer Fluoreszenz bei 254 nm und 366 nm, 
die sich mit Ameisens~iure in ein Formiat iiberfiihren lieg. 

Gaschromatographisch sowie im UV- und IR-Spektrum verhielt sich die Substanz 
~ihnlich wie Chinin, jedoch f0hrte die Untersuchung des Chinin-Metabolismus und 
anderer bekannter Chinin-Derivate zu keinem Ergebnis. 

Ein Zusammenhang zwischen der Formalinfixierung und dem Auftreten der nicht 
sicher zu identifizierenden Substanz schien zweifellos vorzuliegen. Durch Untersu- 
chung des jeweils benutzten Formalins konnte ausgeschlossen werden, dat~ die nicht 
identifizierte Substanz beigemischt, bzw. zugeftigt worden war. 

Bei der Durchsicht der einschRigigen Literatur fanden wit eine Ver6ffentlichung 
yon Falck und Hiltarp aus dem Jahre 1961: Hier wird ein Verfahren der Umwandlung 
yon in eine trockene Proteinschicht eingebetteten Catecholaminen in intensiv fluores- 

* Auszugsweise vorgetragen auf der 54. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Rechts- 
medizin in Frankfurt, September 1975 
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Abb. 1. Reaktion von g-Phenyl~ithylamin (I) und t~-(3-Indolyl)4ithylamin (V) mit Formaldehyd 
nach Falck-Hillarp 

zierende Verbindungen durch Behandlung mit Formaldehyd bei 50 ° C beschrieben. 
Das Verfahren wurde zum Fluoreszenzmikroskopie-Nachweis biogener t~-Phenyl- 
bzw. t~-(3Indolyl)-fithylamine vorgeschlagen. 

Corrodi, Hillarp, Jonssen, Bj6rklund und Falck kl~irten in den folgenden Jahren 
den Reaktionsmechanismus und die ldentifizierung der auftretenden Reaktionspro- 
dukte. 

In einem ersten Schritt reagieren die Amine entsprechend der Pictet-Spengler- 
Cyclisierungsreaktion mit Formaldehyd unter Bildung des 1,2,3,4 Tetrahydroisochi- 
nolin (II) bzw. des 1,2,3,4 Tetrahydro-g-carbolin. Diese Molektile zeigen keine oder 
nur ganz schwache Fluoreszenz. 

Die Bildung der fluoreszierenden Verbindungen kann auf zwei Wegen erfolgen: 
entweder durch Autoxydation unter Bildung der 3,4 Dihydroderivate oder durch 
nochmalige Reaktion der Tetrahydroderivate mit einem weiteren MolekiJl Formal- 
dehyd unter Bildung der 2 Methyl-3,4-dihydroverbindungen. 

Die Reaktion wird dutch Proteine bzw. Amino~uren katalysiert. Es wird angenom- 
men, dag diese zweite Verbindung das Hauptprodukt der Falck-Hillarp-Reaktion dar- 
stellt. Es hat sich gezeigt, dal~ die Cyclisierungsreaktion mit Formaldehyd besonders 
gut abl/iuft, wenn die fS-Phenyl- bzw. g-(3 Indolyl)-~ithylamine in der Dreierstellung 
hydroxyliert sind. Dies w~rd durch eine erh6hte Elektronendichte am Kohlenstoff- 
atom, an dem der Ringschlug stattfindet, erkl~irt. 

Um nachzuprtifen, ob die yon uns in den formalinfixierten Organen gefundenen 
fluoreszierenden Substanzen dutch eine entsprechende Reaktion gebildet wurden, d.h. 
ob biogene Amine auch bei normaler Formalinfixierung entsprechende Isochinoline 
bzw. g-Carboline bilden, ftthrten wk folgende Versuche durch: 
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Abb. 2. UV-Spektrum des blau fluoreszierenden Tryptamin-Umsetzungsproduktes nach der Falck- 
Hillarp-Methode (Versuch 1) 

1. Wit wShlten als Amin das Tryptamin und setzten es in einer trockenen Serumproteinschicht 
entsprechend der Falck-Hillarp-Methode urn. 
2.50 g Leber wurden nach der Zugabe yon 50 mg Tryptamin-Hydrochlorid 24 Stunden in Forma- 
lin fix left. 
3.50 g Leber wurden nach Zugabe von etwa 50 mg Tryptamin-Hydrochlorid 24 Stunden statt in 
Formalin in Wasser gelegt. 
4.50 mg Tryptamin-Hydrochlorid wurden in Formalin gel6st und 24 Stunden stehengelassen. 

Die Proben wurden wie fotgt aufgearbeitet: 
Nach Ansguern mit Salzs~iure wurde mit ~,ther extrahiert. Die )~therphase wurde ver- 
worfen. Nach Einstellen der verbliebenen w~ifsrigen Phase auf ein pH von 10 wurde 

mit Essigs~iureisoamylester extrahiert. Die organische Phase wurde anschliefiend mit 
0,2 ml 15%iger Ameisens~iure ausgiebig geschtittelt. Nach dem Auftragen der Ameisen- 
s/iurephase auf eine Kieselgel-Fertigplatte wurde im Laufmittelgemisch Toluol-Aceton- 
~thanol-Ammoniak im Verhgltnis 45 : 45 : 7 : 3 entwickelt. Die Platten wurden 

unter dem UV-Licht bei 254 nm und 366 nm ausgewertet. 
Bei den ersten beiden Proben, d.h. im Tryptamin-Umsetzungsprodukt im Serum 

nach Falck-Hillarp und in der formalinfixierten Leber fanden sich in 50%iger Laufh6he 

je ein sowohl bei 254 nm als auch bei 366 nm blau fluoreszierender Substanzfleck. 
In den Negativ-Kontrollen (Versuch 3 und 4) fanden sich erwartungsgem~it~ keine 

fluoreszierenden Substanzen. 
Die beiden fluoreszierenden Schichten der Dtinnschichtchromatogramme yon 

Versuch 1 und 2 kratzten wir aus, eluierten sie mit Xthanol und vermafSen sie im UV- 
Licht. 

Beide UV-Spektren zeigen das typische Absorptionsverhalten der g-Carboline bzw. 
Isochinoline insbesondere einen geringen Extinktionskoeffizienten mit einem Maxi- 
mum bei 289 bis 290 nm im neutralen und  alkalischen Milieu und einer Verschiebung 
bzw. einem Zusatzpeak bei 305 nm im sauren Milieu. 
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Abb. 3. UV-Spektrum des btau fluoreszierenden Tryptamin-Umsetzungsproduktes entstanden bei 
der Formalinfixierung (Versuch 2) 

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit der unbekannten basischen Fremdsubstanz, 
die wir in den beiden oben beschriebenen Ffillen aus den in Formalin fixierten Organen 
isolierten, zeigt, dat~ auch diese Fremdsubstanz sowohl bei 254 nm als auch bei 366 nm 
fluoresziert und das gleiche typische UV-Spektrum besitzt. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden: 
1. Biogene Amine des Typs 6-PhenylSthylamin bzw. f~-(3-1ndolyl)-fithylamin bilden 
bei Formalinfixierung yon Organen in einer Reaktion mit Formaldehyd Isochinoline 
bzw. t~-Carboline. 

2. Diese Reaktion wurde bisher nur in einer trockenen Proteinschicht beobachtet und 
durchgeftihrt (Falck und Hillarp). 

3. Der Versuch 3 (Fehlen fluoreszierender Verbindungen bei Tryptaminhydrochlorid 
und Leber ohne Formalin) beweist, dab die Reaktion yon Tryptamin in Formaldehyd 
Voraussetzung for das Entstehen der yon uns beobachteten fluoreszirenden Stoffe ist. 

4. Versuch 4 (Fehlen fluoreszierender Verbindungen bei Tryptamin mit Formaldehyd 
ohne Lebergewebe) beweist die katalytische Funktion yon Proteinen bzw. Amino- 
s~uren bei der Entstehung der zu beobachtenden fluoreszierenden Stoffe. 

5. Da biogene Amine obigen Typs in praktisch allen Organen in mehr oder weniger 
grogen Konzentrationen vorhanden sind, besteht immer die M6glichkeit, dab sie sich 
bei der Formalinfixierung in die entsprechenden Isochinoline bzw. 6-Carboline um- 
wandeln. 

6. Diese neu entstandenen Substanzen, die im weiteren Sinne k6rpereigene Verbindun- 
gen darstellen, k6nnen bei oberfl~ichlicher Betrachtung der Ergebnisse toxikologischer 
Untersuchungen yon formalinfixierten Organen mit Medikamenten bzw. Drogen, 
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die die D ihyd ro i soch ino l in -  bzw.  Dihydro- t~-carbo l in -S t ruk tur  bes i t zen ,  z.B. m i t  

Chinin ,  verwechse l t  werden .  

7. Es ist auch  u m g e k e h r t  d e n k b a r ,  dat~ M e d i k a m e n t e ,  die der  G r u p p e  der  t~-Phenyl-bzw. 

t~-(3 Indolyl ) -~i thylamine angeh6ren ,  m i t  F o r r n a l d e h y d  reagieren u n d  in der  Ana lyse  

n i ch t  rnehr  e r k a n n t  werden .  
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