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49. Kurt  W a l l e n f e l s :  Der Farbstoff der roten Blutzellen des 
Seeigels Arbacia pustulosa. 

.%us t l .  I<:~iscr-\\~illicliii- Institut fiir 3Iedizin. Forschung, Insti tut  fiir Biologic, I Iei(lelberg.] 
(~ingegangen am 19. Februar 1943.) 

k:cliiiiochroni ist  dcr Nninr, clcr ini Jahre l X S 5  und 1889 1-011 J I c 3 I ~ n n 1 )  den1 Pig- 
Irlcnt tler J,eil,esholilrnfliissigkeit tler Sceigel , S / r o ) ~ ~ z ~ ~ o ~ e ) i / r o ! ~ ~ y  Zit*idus, .-lmpltitlo/us COY- 

r l , i t w ,  Elchi,ttwl spltarrn ant1 E c h i ) ~ m  e s c z J r r ~ / z w  gcgeben wirdc.. .Xiif Grund \-on Izarb- 
:iiiderirngeii untcr tleni Binflu13 von stark reciuzicrenden JIitteln schlo8 er ,  tla13 es sich 
11111 cincn Sauerstoffiibertrager hantleln niiisse, tler tlcm Vnrbstoff tler roten Iilutzellen 
ller S5ingetiere entspreche. 1592 schloli sich Grif f i ths ')  tlieser 3Lcinung an und tcilte 
.in;~lysenwerte tnit, nuf (;nuid deren er eine Bruttoformel C l n , l ~ ~ 9 0 1 2 ~ 1 2 S 2 1 ~ e  erreclinete. 
I:r lxrichtete, d:113 ~chiiiochroin niit Jlineralsiiiiren sich in cin I-Iaeiiiatoporpliyriri slxilten 
1 ~ 1 S S ~ .  

J IcClendon3)  untersuchte 1912 den Farbstoff t1i.r rotcn lllutzellcn \-on Arbocin 
, ,~ , ( : !data ,  tlen er elmifalls iiiit Echinochroni bezeiclinete, untl stellte fest, da5 cler gleichc 
1::lrl)stoff in den Chroniatophoren der Rier und in den Stacheln des Tierrs cnthalten sei. 
1027 Ixstitnnite K. K.  C:inn :in 4, das Redoxpotential unrciner Ecliinoclironi-J,osuiigeii 
:tiis .~rbacia-Bliitzellrii nntl -Stacheln. ISr gab d:ifiir einen \b'ert von lCn = -0.199 in\' 

:~n. Xachdeni es ini J ah r  1930 1:. (;, Hall5) zuni ersten JInle gelungen n n r ,  tlcn Farbstoff 
c1c.r Icier \-on Arhticicr pmt;!uki/c~ zu lirpstallisieren untl 193s yon 1:. 1,cdcrc.r uiid 
I<. (;l:rscr6) die Bruttoformel C,2H,n0, aufgestellt wurtk,  zeigteii K .  K u h n  und K.  W a l -  
l r n  fels7) 1039, daW cletn IZarbstoff der Eier 1-011 A,rOacin pu8Lulosrr die Struktur eines 
~-.$t l iyl-pe~itaosy-i i~~~~lit l iocl i i i~t~~is-(1.4)  zukoninie. I941 \\urdc t1:unn die Struktur des 
5t:ichrlfarbstoffs crniittclt") iintl festgestellt, tlalJ cr : L I ~  Stvlle tlrr A$tl~yl-Gruppe tics 
1:chinochrotns cine =\cetyl-(;ruppc triigt. Ihin wurtlc tler Nnmc. Spinon - 4 9 )  gegcbcti. 
I:ineii von diesem \-erschieclenen Ibrbstoff h n l ~ 3 1  I:. 1,eclerrr nntl I<. (; lasere)  in tlen 
Stacheln \-on S/ro,cy!/loce,i/ro/zi.u (Syii. mit I'u,ncortro/zwl) Ziuitlzcs festgestellt. Au13er 
(lii~srni Pignieiit tnit clcn Absorptioiisbnntleri .%5, 543, 507 (CS,) Inp  und tler I3rutto- 
iortucl Cl,€Ill,08 fnntlen sic in tlcn I-':irnccntrotiis-Stac2lelti noch einen Farbstoff dcr 
Hrnttoforniel C~211100j .  r1c.n sie fiir Echinochroni liielten. J lnsa  j o  uiitl hI inch i l l i  10) 

z..igten jedoch, tlaW er sich \-om Echinochroni A w?sentlich untcrschied iind schrieben ihni 
cntsprcchend deni Spinon -4 die Konstitution cines 2-~~cctyl-tetraoxy-iiaphtliochiiions zu. 
\Vcitere 5hnliche Izarbstoffe wurtlen von  Ch. K u r o d n  und 1 I .  Ohshinia11) in japa- 
nischen Seeigelarten aufgefunden. Die Icier von P u r n c r t ? / r o / z ~ ~  lit9idir.s rnthnlten zwei 

1 )  Quart. Jourii. Xicro.  Sci. -21 2:. 469 ;1885!; 30, .5l [ISSO]. 
2) Conipt. rend. Soc. Biol. 115, 419 '18921; Proceed. Roy. Soc. Edinburgh 19, 117 

! I  HO2j ; Physiology of the Invcrtebrata, New 'I'ork 1892; Respiratory I'roteidsLondon 1897. 
:I) Journ. biol. Cliein. 11, 435 [1912j. 4, I3iochen1. Jonrn.  'TI, 184 [19271. 
6) Journ. biol. Chem. 114, 649 L19361. 
6 ,  Compt. rend. ricad. Sciences 207, 454 [1!138!. 
') H .  72, 1407 (19391. ") R. K u h n  11. K .  \\':illc.nfcls, B. 74, 15% [19411. 
9, Fur das liypothetische C:irbinol, welches als \Torstufe tles Spinons verniutrt 

wird, sol1 der Name S p i n o c h r o m  A rorbehalten ~ l e i b e n .  
lo) Boll. sci. Fac. Chim. ind., Bologna 3, 113 119421 C. 1943 I., 1275). 
11) Proceed. Inip. Acatl. [Tokyo! 16, 214 [1940.]. 
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Carotinoicle, die von L e d e r e r  krystallisiert und Bchirienon und Pentaxanthin genannt 
wurden"). In  den Eiern dieses Seeigels konnten bisher ebensowenig wie in den Hoden 
Naplithochinonfarbstoffe nachgewiesen werden. 1940 nvrden von R.  K u  h n  und K. 
W a l l e n f e l s  iu den Arbacia-Eiern riocli zwei weitere Farbstoffe, Echinochrom B untl 
C. in geringer Menge aufgefunden. deren Konstitution xioch nicht bekannt ist la) ,  

Als es sich gezeigt hatte, daB die Farbstoffe aus den Eiern und Stacheln 
von Arbacia sicher verschieden sind, wurde es wunschenswert, auch die Natur 
des roten Farbstoffs der Blutzellen sicherzustellen. Dies erschien deshalb 
von besonderem Interesse, weil das Echinochrom in Verbindung mit einem 
Triigerprotein aus den Eiern eine biologische Bedeutung als Befruchtungsstoff 
(Fertilisin) besitzt14). Das Proteid aktiviert und agglutiniert die Spermatozoen, 

. wiihrend, wie Lillie16) festgestellt hat, das Blut von mannlichen und weih- 
lichen Seeigeln eine Substanz enthalt, welche die Befruchtung verhindert, 
ohne jedoch einen sichtbaren EinfluB auf Sperma oder Eier zu besitzen. 

Zur Gewinnung von Blutzellen frei von Eiern oder Eifragmenten wurden 
die Tiere wahrend der Monate Oktober und November, also in geschlechts- 
unreifem Zustand, prapariert. Sie wurden durch kreisformigen Einschnitt 
in die Weichteile neben dem Mund geoffnet. Man lie13 dann die kibeshohlen- 
flussigkeit in eine B o v e r i -%hale laded6) .  

Wahrend der Unreife sind die Gonaden so klein und fest, daB es nicht 
moglich ist, daB Eier mit in die bibeshohlenfliissigkeit gelangen. Durch 
mikroskopische Kontrolle lieB sich auBerdem feststellen, daB die Fliissig- 
keit nur die Blutzellen enthielt, welche etwa 10-ma1 kleiner sind als die Eier. 
Knnchen und Weibchen wurden getrennt verarbeitet. Die Blutzellen- 
suspension wurde mit Ammoniumsulfat bzw. Toluol konserviert von Neapel 
nach Heidelberg versandt. 

Um den Farbstoff zu gewinnen, wurde mit Salzsaure angesauert und mit 
Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde nach dem Waschen und Trocknen 
eingedampft . Die Blutzellen enthalten bedeutend weniger Lipoide als die 
Eier. Der Ruckstand nach dem Verdampfen des Athers war daher bereits 
groStenteils krystallisiert. Nach 3-maligem Umkrystallisieren aus Exluan- 
Wasser zeigte der Farbstoff den Schmelzpunkt 219O und ergab keine Schmelz- 
punktserniedrigung rnit Echinochrom A. Die Leibeshohlenflussigkeit mann- 
licher und weiblicher Tiere lieferte in annahernd gleicher Ausbeute ein und 
denselben Farbstoff. 

Die Sarkosinanh ydrid-Verbindung envies sich nach der Analyse als 
identisch mit der entsprechenden Komplewerbindung von Echinochrom 
aus den Eiern. Aus den Blutzellen von tausend Tieren konnten so 400 mg 
reiner Farbstoff gewonnen werden. 

Es besteht also kein Unterschied zwischen dem Farbstoff der Blutzellen von 
mannlichen und weiblichen Arbacia und dem Eifarbstoff der Tiere. Die Hoden 
sind dagegen nur hell orange gefarbt und enthalten kein Echinochrom. 

Die Fertilisin-Wirksamkeit des Echinochrom-Komplexes aus den Eiern 
scheint daher wesentlich durch die Natur des Tragers bestimmt zu wefden. 

l*) Bull. SOC. Chiin. biol. 20, 567 [1938]. 
lP) >I. H a r t m a n n ,  0. S c h a r t a u  u. K.  W a l l e n f e l s ,  Biol. Zbl. 60. 398 "401. 
16) Journ. exp. Zoologie 16, 523 [1914]. 

Die 'Praparation der Seeigel wurde von der Zooiogischen Station Seapel aus- 
gefiihrt. Hrn.  Prof.  R. D o o h r n  und Hrn.  Dr. G .  K r a r n e r  danke ich vielmals fur die 
wertvolle Unterstiitzung. 

Is) B. 7%. 458 [1910]. 
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Auch in den Blutzellen ist das Echixiochroni an einen hochmolekularen 
Trager gebunden. Der Symplex lie13 sich aber nicht in Losung bringen. Viel- 
leicht war das Protein auf dem Transport unter Amnioniumsulfat denaturiert 
worden. Sattigte man eine Suspension von Blutzellen rnit Harnstoff, so 
erhielt nian nach dem Zentrifugieren eine tiefrote klare Losung, welche eine 
scharfe Absorptionsbande bei 558 mp  zeigte. Bei der Dialyse des Harn- 
stoffs fie1 jedoch der Farbstoff wieder aus, zusammen mit einer weniger 
gefarbten Gallerte. Die Untersuchung des Ecbinochromsymplexes aus den 
Blutzellen niuB daher einer spateren Zeit vorbehalten werden. 

. - __ - 

Beschreibung der Versuche. 
Die Blutzellensuspension wurde zentrifugiert, der Riickstand rnit verd. 

Salzsiiure verruhrt. Dabei schlug die Farbe von Dunkelrot in Hellrot urn. 
Die triibe Fliissigkeit wurde dann mehrmals mit Ather extrahiert, wobei 
fast der gesamte Farbstoff in den Ather ging. Die Atherlosung wurde mehr- 
rnals mit Wasser gewaschen, mit Natriunisulfat getrocknet und eingedampft. 
I3er Riickstand wurde aus Exluan-Wasser umkrystallisiert. In mehreren 
Ansatzen gleicher Art wurden die Blutzellen mannlicher und weiblicher 
Tiere getrennt aufgearbeitet. Die Atherlosungen der Farbstoffe zeigten die 
gleichen Absorptionsbanden 530 und 500 mp. Der Schmelzpunkt lag nach 
3-nialiger Krystallisation aus Exluan-Wasser bei 219O. Mischschmelzpunkt 
mit Echinochrom aus Eiern 219O. 

Echinochrom-Sarkosinanhydrid-Verbindung: 100 mg Ech inochr  om aus 
Blutzellen wurden zusammen rnit 80 mg Sa rkos inanhydr id  in 15 ccm 
Essigester gelost und heiB filtriert. Beini Abkiihlen schied sich die Komplex- 
verbindung in glanzenden Plattchen ab. Ausb. 110 mg. 

( E Z O ,  751 ni i i i ) .  

3.070 nix Sbst.: 7.095 ]rig C 0 2 ,  1.030 m:; l i 2 0 .  -- 5.835 nig Sbst.: 0.366 c c m  S, 

C,,H,,0,.C,H,,0,N2. Ber. C 52.01,  H 4.95, N 6.86. ( k f .  C 53.16, H j . 0 1 ,  ?i 7.17 

50. Kurt Wallenfels  und Adeline Gauhe: 
Synthese von Echinochrom A. 

19us (1. Kaiser-\Vilhelni-Institut fur Medizin. Forschuiig, Institut fur Hic)lo,qie, Heidelberg.] 
(Eingegangen am 19. Februar 1943.) 

Echinochrom A, der rote Farbstoff der Eier des Seeigels Arbacia pustuloaa, der in 
Bindung an einen hochmolekularen Trager Bedeutung als Befruchtungsstoff besitzt l) 2, a) '), 
hat die Bruttoformel C,,H,,O,. Die reduzierende Acetylierung lieferte eine Heptaacetyl- 
Verbindung, bei der Oxydation mit Chrornsaure entstanden 0.83 Mol. PropionsZure, 
bei der Eiriwirkurig von Diazornethan bildete' sich eiri Trimethylather. Auf Grund 
clieser Beobachtungeri wurde von R. K u h n  und K. Wallenfels*)  fur Echinochrom A 
dic Formel eines 2-Athyl-3.5.6.7.5-pentaoxy-naphthochinons-1.4 (I) aufgestellt. Die 
Kichtigkeit dieser Formulierung korinte nunmehr durch die Synthese bestatigt werden. 

I )  .\I. H a r t n i a n n ,  0. S c h a r t a u ,  R .  K u h n  u. K. Wallei i fe ls ,  Naturwiss. 27, 

2) R. K u h n  11. I<. iVal lcnfcls ,  B. 72, 1453 [1939]. 
3, R. K u h n  u. K. IVal lcnfels ,  B. 73, 458 [1940]. 
') 11. H a r t m a n n ,  0.  S c h a r t a u  11. K. \Vallenfels, Biol. Zbl. 80, 398 [1940]. 

~~ ~~~ ~ ~ _- 
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