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49. Kurt Wallenfels: Der Farbstoff der roten Blutzellen des
Seeigels Arbacia pustulosa.
Aus d. Kaiser-\Wilhelm-Institut fiir Medizin, Forschung, Institut fiir Biologie, Heidelberg.]
(Eingegangen am 19. Febrnar 1943.)

Lichinochrom ist der Name, der im Jahre 1385 und 1889 von McMunn?) dem Pig-
ment der Leibeshéhlenfliissigkeit der Seeigel Strongulocentrotus lividus, Amphidotus cor-
datus, Echinus sphaera und Echinus esculentws gegeben wurde. Auf Grund von Farb-
inderungen unter dem EinfluB von stark reduzierenden Mitteln schlofl er, daB es sich
um einen Sauerstoffiibertriger handeln miisse, der dem Farbstoff der roten Blutzellen
der Siaugetiere entspreche. 1892 schlofl sich Griffiths?) dieser Meinung an und teilte
Analysenwerte mit, auf Grund deren er eine Bruttoformel C,y,1g30,,N;,S;Fe errechinete.
¥r berichtete, daB Eehinochrom mit Mineralsduren sich in ein Haematoporphyrin spalten
lasse.

McClendon?3) untersuchte 1912 den Farbstoff der roten Blutzellen von Arbacia
punctulata, den er ebenfalls mit Echinochrom bezeichnete, und stelite fest, dafl der gleiche
Farbstoff in den Chromatophoren der Fjer und in den Stacheln des Tieres enthalten sei.
1927 bestimmte R. K. Cannan4) das Redoxpotential unreiner Yehinochrom-Iosungen
aus Arbacia-Blutzellen und -Stacheln. Er gab dafiir einen Wert von I; = —0.199 mV
an. Nachdem es im Jalr 1936 I3, G. Ball®) zum ersten Male gelungen war, den Farbstoff
der Fier von Adrbacie punctuleta zu  krystallisieren und 1938 vou F. Lederer und
R. Glaser®) die Bruttoformel C,,H, 0, aufgestellt wurde, zeigten R, Kuhn und K. Wal-
lenfels?) 1939, dall dem Farbstoff der Eier von Arbacia pustulosa die Struktur eines
2-Athyl-pentaoxy-naphthochinons-(1.4) zukomme. 1941 wurde dann dic Struktur des
Stachelfarbstoffs ermittelt®) und festgestellt, daBl er an Stelle der Athyl-Gruppe des
lichinochroms eince Acetyl-Gruppe tragt. Ihm wurde der Nanie Spinon A?) gegeben.
Iiinen von diesem verschiedenen RFarbstoff haben ¥, lLedercer und R. Glaser®) in den
Stacheln von Strongylocentrotus (Syn. mit Parmcentrotus) lividus festgestellt. Aufer
dicsem Pigment mit den Absorptionsbanden 595, 548, 507 (CS,) myp und der Brutto-
formel C,H,; O, fanden sic in den Paracentrotus-Stacheln noch einen Farbstoff der
Bruttoformel C,H, ,0,, den sie fiir Fchinochrom hijelten. Musajo und Minchillio)
zwigten jedoch, dall er sich vom Echinochrom A wesentlich unterschied und schrieben ihm
entsprechend dem Spinon A die Konstitution cines 2-Acctyl-tetraoxy-naphthochinons zu.
Weitere dhnliche Farbstoffe wurden von Ch. Kuroda und H. Ohshima®) in japa-
nischen Seeigelarten aufgefunden. Die Iiier von Paracentrotus lividus enthalten zwei

Y Quart. Journ. Micro. Sci. [2] 25, 469 71835]); 30, 51 {1889).

2} Compt. rend. Soc. Biol. 115, 419 71892]; Proceed. Roy. Soc. Edinburgh 19, 117
11892]; Physiology of the Invertebrata, New York 1892; Respiratory Proteids London 1897.

%) Journ. biol. Chem. 11, 435 [1912]. %) Biochem. Journ. 21, 184 [1927].

5 Journ, biol. Chem. 114, 649 {1936].

8) Compt. rend. Acad. Sciences 207, 454 {1938].
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®) Fiir das hypothetische Carbinol, welches als Vorstufe des Spinons vermmutet
wird, soll der Name Spinochrom A vorbehalten bleiben.

19) Boll. sci. Fac. Chim. ind., Bologna 3, 113 [1942] C. 1943 I., 1275).
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Carotinoide, die von I.ederer krystallisiert und Echinenon und Pentaxanthin genannt
wurden!?). In den Eiern diescs Seeigels konnten bisher ebensowenig wie in den Hoden
Naphthochinonfarbstoffe nachgewiesen werden. 1940 wurden von R. Kuhn und K.
Wallenfels ju den Arbacia-Fiern noch zwei weitere Farbstoffe, Echinochrom B und
C, in geringer Menge aufgefunden. deren Komnstitution noch nicht bekannt ist??).

Als es sich gezeigt hatte, dal die Farbstoffe aus den Eiern und Stacheln
von Arbacia sicher verschieden sind, wurde es wiinschenswert, auch die Natur
des roten Farbstoffs der Blutzellen sicherzustellen. Dies erschien deshalb
von besonderem Interesse, weil das Echinochrom in Verbindung mit einem
Trigerprotein aus den Eiern eine biologische Bedeutung als Befruchtungsstoff
(Fertilisin) besitzt!4). Das Proteid aktiviert und agglutiniert die Spermatozoen,

. wihrend, wie Lillie'®) festgestellt hat, das Blut von minnlichen und weib-
lichen Seeigeln eine Substanz enthilt, welche die Befruchtung verhindert,
ohne jedoch einen sichtbaren Einflul auf Sperma oder Eier zu besitzen.

Zur Gewinnung von Blutzellen frei von Eiern oder Eifragmenten wurden
die Tiere wihrend der Monate Oktober und November, also in geschlechts-
unreifem Zustand, pripariert. Sie wurden durch kreisférmigen Einschnitt
in die Weichteile neben dem Mund gedffnet. Man lie dann die Leibeshéhlen-
fliissigkeit in eine Boveri-Schale laufen?$).

Wihrend der Unreife sind die Gonaden so klein und fest, dal3 es nicht
moglich ist, dall Eier mit in die Leibeshohlenfliissigkeit gelangen. Durch
mikroskopische Kontrolle lief sich aullerdem feststellen, dafl die Fliissig-
keit nur die Blutzellen enthielt, welche etwa 10-mal kleiner sind als die Eier.
Minnchen 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 Salzsiure angesiuvert und mit
Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde nach dem Waschen und Trocknen
eingedampft. Die Blutzellen enthalten bedeutend weniger Lipoide als die
Eier. Der Riickstand nach dem Verdampfen des Athers war daher bereits
grofitenteils krystallisiert. Nach 3-maligem Umkrystallisieren aus Exluan-
Wasser zeigte der Farbstoff den Schmelzpunkt 219° und ergab keine Schmelz-
punktserniedrigung mit Echinochrom A. Die Leibesh6hlenfliissigkeit mann-
licher und weiblicher Tiere lieferte in annidhernd gleicher Ausbeute ein und
denselben Farbstoff.

Die Sarkosinanhydrid-Verbindung erwies sich nach der Analyse als
identisch mit der entsprechenden Komplexverbindung 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
minnlichen und weiblichen Arbacia und dem Eifarbstoff der Tiere. Die Hoden
sind dagegen nur hell orange gefirbt und enthalten kein Echinochrom.

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

12y Bull. Soc. Chim. biol. 20, 567 [1938]. 1) B, 73, 453 [1940].

14y M. Hartmann, O. Schartau u. XK. Wallenfels, Biol. Zbl. 60 398 (1940].

1) Journ. exp. Zoologie 16, 523 [1914].

15) Die Priparation der Seeigel wurde von der Zoologischen Station Neapel aus-
gefithrt. Hrn. Prof. R. Doohrn und Hrn, Dr. G. Kramer danke ich vielmals fiir die
wertvolle Unterstiitzung,
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Auch in den Blutzellen ist das Echinochrom an einen hochmolekularen
Trager gebunden. Der Symplex lie8 sich aber nicht in Ldsung bringen. Viel-
leicht war das Protein auf dem Transport unter Ammoniumsulfat denaturiert
worden. Sittigte man eine Suspension von Blutzellen mit Harnstoff, so
erhielt man nach dem Zentrifugieren eine tiefrote klare L0sung, welche eine
scharfe Absorptionsbande bei 558 myu zeigte. Bei der Dialyse des Harn-
stoffs fiel jedoch der Farbstoff wieder aus, zusammen mit einer weniger
gefirbten Gallerte. Die Untersuchung des Echinochromsymplexes aus den
Blutzellen mul3 daher einer spiteren Zeit vorbehalten werden.

Beschreibung der Versuche.

Die Blutzellensuspension wurde zentrifugiert, der Riickstand mit verd.
Salzsiure verriihrt. Dabei schlug die Farbe von Dunkelrot in Hellrot um.
Die triibe Fliissigkeit wurde dann mehrmals mit Ather extrahiert, wobei
fast der gesamte Farbstoff in den Ather ging. Die Atherlésung wurde mehr-
mals mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft.
Der Riickstand wurde ans Exluan-Wasser umkrystallisiert. In mehreren
Ansitzen gleicher Art wurden die Blutzellen minnlicher und weiblicher
Tiere getrennt aufgearbeitet. Die Atherlésungen der Farbstoffe zeigten die
gleichen Absorptionsbanden 530 und 500 mp. Der Schmelzpunkt lag nach
3-maliger Krystallisation aus Exluan-Wasser bei 219°. Mischschmelzpunkt
mit Echinochrom aus Eiern 2199

Echinochrom-Sarkosinanhydrid-Verbindung: 100 mg Echinochrom aus
Blutzellen wurden zusammen mit 80 mg Sarkosinanhydrid in 15 ccm
Essigester gelost und heil filtriert. Beim Abkiihlen schied sich die Komplex-
verbindung in glinzenden Plittchen ab. Ausb. 110 mg.

3.670 myg Sbst.: 7.095 mg CO,. 1.630 mg H,0. -~ 5.835 myg Sbhst.: 0.366 cem N,
(22°, 751 mm).
C1aH0;. CoHyO,N,. Ber. C 52,91, H 4.95, N 6.86. Gef. C 53.16, H 5.01, N 7.17.

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

[Ausd. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Institut fiir Biologie, Heidelberg.]
(Fingegangen am 19. Februar 1943.)

Echinochrom A, der rote Farbstoff der Eier des Seeigels Arbacia pustulosa, der in
Bindung an einen hochmolekularen Triger Bedeutung als Befruchtungsstoff besitzt1)2)3)4),
hat die Bruttoformel C;,H,,0,. Die reduzierende Acetylierung lieferte eine Heptaacetyl-
Verbindung, bei der Oxydation mit Chromsiure entstanden 0.83 Mol. Propionséure,
bei der Einwirkung von Diazomethan bildete’ sich ein Trimethylither. Auf Grund
dieser Beobachtungen wurde von R.Kuln und K. Wallenfels?) fiir Echinoclirom A
dic Formel eines 2-Athyl-3.5.6.7.8-pentaoxy-naphthochinons-1.4 (I) aufgestellt. Die
Richtigkeit dieser Formulierung konnte nunmehr durch die Synthese bestitigt werden.

Y M. Hartmann, O.Schartau, R.Kuhn u. K. Wallenfels, Naturwiss. 27,
433 {1939]. .

2) R. Kuhn u. K. Wallenfels, B. 72, 1453 [1939].

3) R. Kuhn u. K. Watllenfels, B. 73, 458 [1940].

4 M. Hartmann, O.Schartau u. K. Wallenfels, Biol. Zbl. 60, 398 [1940].
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