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Uber den Hiimoglobinabbau in Gewebskulturen. 
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~it 3 Abbildungen im Text. 

(Eingegangen am 1. August 1933.) 

In den letzten Jahren ist die Erforsehung der Chemie des H/~mo- 
globins und seiner Derivate zu einem der gl/inzendsten Kapitel der 
Biochemie geworden. In einer Reihe grundlegender Arbeiten konnten 
Kiister, H. Fischer, Willstiitter u. a. die ehemische Struktur des Blut- 
farbstoffes und seiner AbkSmmlinge nahezu vollkommen kl/iren und 
ihre Synthese teilweise verwirkliehen, teilweise in den Bereich der 
MSglichkeit rficken. 

Demgegeniiber sind unsere Kenn~nisse fiber das Verhalten des I-I/~mo- 
globins im ]ebenden KSrper wenig bereichert worden. Die Wege des 
Blutstoffwechsels liegen n~ch wie vet grol3entefls im Dunkeln. Wir 
wissen wenig oder nichts fiber die Kr/~fte, die ihn auslSsen und fSrdern 
und ebensowenig fiber die S~ufen, die zu den ffir uns erfa]~baren Zwischen- 
und Endprodukten des Blutfarbstoffumbaues ffihren. 

So stellen die wenig fibersichtlichen und s verwiekelten Vor- 
giinge des H~moglobinabbaues und der Hs im lebenden 
K6rper der Efforschung grSl3te Schwierigkeiten entgegen. Diese zu 
fiberwinden war der Reagensg]as- und auch der Tierversuch nicht 
imstande. 

Eine MSglichkeit zur L6sung dieses biologischen Grundproblems 
scheint uns in der Vereinfachung der Bedingungen zu ]iegen, unter denen 
sich eia physiologiseher Blutfarbstoffabbau vollzieht. Es mul3te der 
Versueh gemacht werden, das H/~moglobin aus den vSllig unfibersichtlichen 
und wenig einheitlichen Verh/~ltnissen des lebenden 0rg~nismus heraus- 
zunehmen und der Iunktionierenden Zelle als prim/~rer biologischer 
Einheit unmittelbar gegenfiberzus~ellen. 

1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Goldmann-Stiftung. 
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Das Problem des Blutstoffweehsels is~ sicher zu seincm gr61~ten Teil 
ein zellphysiologisches Problem und als solches sollte es vorliiufig in 
erster Linie behandelt werden. Nur aufbauend auf Tatsachen, die 
Schritt fiir Sehritt durch Kl~rung der Einzelbeziehungen zwischen dem 
Blutfarbstoff und den verschiedenartigsten Zellen des KSrpers gewonnen 
sind, kSnnen wh' hoffen, zum Verstgndnis eines wesentliehen Teiles des 
Blutstoffwechsels im lebenden Organismus selbst zu gelangen. 

Die Methode der Gewebeziichfung schein~ uns in hohem Mal~e 
geeignet, die Frage der Beziehungen zwisehen Blutfarbstoff und lebender 
Zelle unter diesem Gesichtspunkte anzugreifen. Nur die Gewebskultur 
erlaubt uns, die verschiedenen Zellarten in Reinkultur dem H~moglobin 
und seinen Der iwten  gegeniiberzustellen, diesen Kontakt  beliebig lange 
aufreehtzuerhalten und die eintretenden Ver~nderungen unter den 
Bedingungen des exakten Experimentes zu an~lysieren. 

I n  dieser I. Mi~teiIung unserer Un~ersuehungsreihe beriehten wit 
i~ber die einleitenden Veriinderungen, die das Hgmoglobin unter der Ein- 
wirkung der in vitro lebenden Zellen er/Shrt. 

Das Problem der Beziehungen zwisehen dem Hi~moglobin and der 
lebenden Zelle ist als solehes zwar mehrmals aufgeworfen, aber hie vom 
S~andpunkt seines Ab- und Umbaues unmittelbar in AngriIf genommen 
worden. 

Die ersten Arbeiten fiber eine Ver~nderung des H~moglobinmolekfils unter 
der Einwirkung yon Zellen oder Zellextrakten im Reagensglasversuch verdanken 
wir der Schule Alexander Schmidts. A. Sehwarz 1 und E. Anthen ~ konntcn zeigen, 
dal~ weife Blutzellen, Milz-, Lymphdriisen- und Leberzellbrei mit Blutfarbstoff- 
16sung in vitro zus~mmengebracht imst~nde sind, d~s ttamoglobin zu zerst6ren. 
Die Oxyh~moglobinstreifen versehwinden naeh ungef~hr 3 Tagen und gleichzeitig 
mit dem Unsichtbarwerden der Blutfarbstoffbanden tritt ein neuer Absorptions- 
streifen auf ,,Teilstrieh 20" auf, dessen Zugeh6rigkeit Verfasser nicht sicherstellen 
konnten. Hess und Saxl ~ zeigten 1909, 4al~ Leberautolysate ims~anc!e sind, den 
Blutfarbstoff fast vollstandig zu zerst6ren. Bei ~aehpriifung ihrer Versuche kam 
aber Miura 4 zu dem Schlul~, dab 4er yon Hess und Saxl beschriebene autoly~ische 
Hamoglobinschwund nich~ als eine ochre Blutf~rbstoffzerst6rung aufzufassen sei, 
sondarn als eine durch die zugesetzten Chemik~lien (Toluol-Chloroform) bewirkte 
,,koagulative Ausflockung". Vonder Vorstellung ausgehend, daf cler Leber und 
1VIilz neben einer h~molytischen aueh eine hgmoglobinabbauende Wirkung zukommen 
miisse, haben Asher und EbnSther a Extrakte dieser Organe auf den Blut~arbstoff 
einwirken lassen. Es zeigte sieh, dal~ das ttgmoglobin durch 1VIflz- und Leberausziige 
in geringem Mal~e abgebaut wird und dal~ der Zus~tz yon Milz- zu Leberextrakt 
den Abbau erheblieh verstgrkt. ])us wirks~me Pr~nzip erwies sieh als bitze- 
best~ndig. Dieso Befunde konn~en yon Ca~vo-Criado ~ besti~tig~ und erweitert 
werden, indem er zeigte, d~l~ die blutfarbstoff~bb~uende Fi~higkeit aueh Extrakten 
yon H~ut-, Muskel-, Nieren- und Lungengewebe eigen ist. Sic begnfigten sich im 
wesentliehen mit der Feststellung, dait der Blutfarbstoff (beobachtet an seinem 
Spektrum) unter der Einwirkung der Gewebsau3ziige verschwindet. I-[insichtlieh 
des Sehicksals des Blu~f~rbstoffes berichten Asher un4 F, bn6ther, daft tier Abb~u 
fiber die J~mins~ufe hinausgeht, ohne da[~ ,,niehtmaskiertes Eisen" nachwcisb~r 
wird. Bingold ~ nahm an, daft der Blutf~rbstoffabbau unter clera Einflul~ yon 
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lebendem Gewebe zur Hgmatinabspaltung fiihren kann. Er kam zu dieser Vor- 
stellung durch die Berichte fiber das gelegentliche Auftreten yon Hi, matin i n Cysten- 
fliissigkeiten, ttiimatomen, blutigen Ergtissen (Bingold s, H. van den Bergh 9) und 
im Liquor cerebrospinalis nach hi~morrhagischen Prozessen im Zentralnervensystem 
(Sehumm lo), also fiberall da, wo der Blutfarbstoff direkt mit tier lebenden Zelle 
in Bertihrung treten kann. 

Die Umwandlungen an dem Oxyh~tmoglobinmolekiil unter dem Einflul~ yon 
lebendem Gewebe, die ohne tiefere ZerstSrung seiner chemischen Struktur einher- 
gehen, beziehen sich ira wesentlichen auf seine Uberffihrung in reduziertes H~tmo- 
globin und Meth/~moglobin. Der Mechanismus der Umwandlung yon Oxyh/~mo- 
globin in seine reduzierte Stufe ist leicht deutbar. Von jeder lebenden, atmenden 
Zelle ist eine reduzierende Wirkung auf das Oxyhamoglobin zu erwarten (Barkan 11). 
Demgegenfiber scheint der Vorgang tier Methi~moglobinbildung ein verwickelter, 
chemisch-biologischer Proze$ zu sein. Mehrfach wurde beobachtet, dal~ durch 
Zusatz yon sterilem Gewebe (Neill x2, Brooks 13), yon Organextrakten und Filtr~ten 
(.Ray und Isaac 1~ Duesberg und Koll 15) zu Blur oder ~moglobin15sung sowie 
aueh in Bakterienkulturen auf bluthaltigen NghrbSden ( Rieke is Grater 17, Cole is) 
eine ~ethi~moglobinbildung stattfinden kann. W~hrend ein Tell der Untersucher 
(Schnabel 19, Morga~ und Neill zo, Neill und Avery 21) nicht nur die Zellen oder 
das Gewebe selbst, sondern auch ihre Extrakte imstande finden, den Blutfarbstoff 
zu Meth/~moglobin zu oxydieren, nehmen Cole und Rieke an, da$ diese Umwandlung 
innig mit dem Lebensproze$ der Bakterienzelle verbunden ist und ihre unmittelbare 
Anwesenheit erfordert. 

Wenn auch die Natur des biologischen methi~moglobinbildenden Fsktors bis 
heute unklar geblieben ist, hat man wenigstens in tier letzten Zeit einige Kenntnisse 
fiber die Bedingungen gewonnen, unter denen eine Methi~moglobinbildung statt- 
finder. Man ist heute der Ansicht, da$ die Meth/~moglobinbildung unbedingt yon 
der Anwesenheit yon Sauerstoff abh~ngig ist, denn unter Sauerstoffaussehlu$ 
verlaufen die Prozesse anders, indem reduziertes tti~moglobin gebildet wird. Wir 
mtissen annehmen, da$ ein ineinanderspielendes, kombiniertes System die Vorg~tnge 
der )~[ethi~moglobinbildung bewirkt, deren mfgliche Zusammenhitnge vielleicht am 
besten die Auffassung yon Neill wiedergibt. Er nimmt in der Zelle, bzw. in dem 
Extrakt oder Filtrat  ein Oxydatlons-Reduktionssystem an, das aus zwei Kompo- 
nenten besteht, yon denen die eine thermolabil ist; innerhalb eines biologischen 
Verbandes wird dieses System -- was das Uberwiegen der Wirkung des reduzierenden 
oder oxydierenden Anteils betrifft --  dutch die jeweilige Sauerstoffspannung des 
Milieus gesteuert. 

Exper imente l le r  Tell. 

Versuchsanordnung. 

a) Gewinnung des H~imoglobins. Das den Tieren un te r  peinliehsber 
Asepsis  aus der  Carotis  en tnommene  und in eisgekfihlten, pa ra f f in ie r ten  
Gefs aufgefangene B lu t  wurde  sofort  n~ch der  E n t n a h m e  zentr i fugier t .  
Naeh  Abp ipe t t i e r en  des P lasmas  wurden  die Blu tkSrperchen  10real mi t  
Thyrode l5sung  gewasehen und  so yon P la smabe imengungen  rest los  beffei t ,  
von neuem in Thyrode  aufgeschwemmt und  zur Erz ie lung der  H~molyse  
45 Min. mi t  Glasper len  krs  gesehfi t tel t .  Nach  Abzent r i fug ie ren  der  
E r y t h r o e y t e n t r f i m m e r  wurde  die hi~moglobinha]tige ThyrodelSsung bis zur 
gewfinschten K o n z e n t r a t i o n  verdf innt .  Alle diese Vorbere i tungen  miissen 
unbed ing t  un te r  s t rengs te r  Asepsis du~chgefi ihrt  werden.  
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b) Technik der Gewebeziichtung. Zur Anwendung kamen friseh ange- 
setzte tterz- und Milzfragmente, Leberkulturen, sowie /~l~ere St/~mme 
yon reinen Fibroblastenkulturen. Die Gewebsstfiekchen wurden als 
Carrel-Flaschenkulturen angesetzt und bebrfitet. Die feste Phase bestand 
aus 0,5 cem Plasma und 1,0 ccm 5%igem Embryonalextrakt,  die fliissige 
Phase aus 0,5 ccm 33%igem Embryonalextrakt.  Wir waren bemiiht, in 
jede Flasehe eine gr613ere Anzahl von Kulturen zn bringen, urn auf diese 
Weise m6glichst reichliche Zellproliferationen zu erzielen. Alle 4 bis 
5 Tage wurde die iiberstehende F1tissigkeit abgesaugt, und frisehe 
Extraktl6sung zugefiigt. Die Zfichtung gesehah im allgemeinen naeh 
den Regeln der klassisehen Carrelsehen Teehnik 22 

c) Spektroskopische und 8pektrophotometrische Technik. Die Unter- 
suchung der Blutabbauvorg~nge in den Zfichtungsflaschen wurde fort- 
]aufend spektroskopisch und spektrophotometriseh durchgeffihrt. 

Zur spektroskopischen Untersuchung benutzten wir ein Prismenmel~- 
spektroskop (Sehmidt & H~nsch, Berlin) *, und das Gittermel~spektroskop 
nach LSwe und Schumm (C. Zeil~, Jena). Als Lichtquelle diente eine 
Punktlichtlampe ; die Spaltbreite war bei allen Messungen 0,03--0,08mm 
breit eingestellt. 

Die Beobaehtung des Fl~scheninhultes geschah in zweierlei Weise. 
In  den Versuchen, in denen wir die Ver~nderungen des Bhtfarbstolfes 
in ein und derselben Zfichtungsflasehe spektrosl~opisch verfolgen wollten, 
brachten wir den Flascheninhalt nicht in einen Absorptionstrog, sondern 
untersuchten in der Flasche selbst, da es kaum durchfiihrbar ist, t~glich 
die flfissige Phase yon den Kulturen zur Ausffihrung der Messungen 
abzusaugen, ohne sie zu infizieren. Halt  man die Carrelsche Ziichtungs- 
flasehe mit der Bodenfls parallel zur Spaltebene, so sammelt sich in 
den tiefliegenden Teilen genug Fliissigkeit an, um die ganze SpalthShe 
zu bedeeken und so kann man in konstanter Schiehtdieke zwischen den 
ann~hernd planparallelen Wandf]s den F]geheninhalt spektroskopisch 
beobaehten. 

Zur spektrophotometrischen Untersuchung benutzten wir ein K6nig- 
Martenssehes Spektralphotometer, Mode]l 1 (Schmidt & H~nsch, Berlin). 
Die zu untersuehenden Fliissigkeiten wurden in zerlegbare TrSge mit 
Schulzschem Klotz gegeben: Trogdurchmesser 51 ram, Klotz 50 ram. Die 
Ablesung der Nicoldrehung bis zur g]eichen Helligkeit beider Gesiehts- 
~elder wurde in zwei Quadranten vorgenommen; jeder Einzelwinkel wurde 
zweimal bestimm~ und das Mittel aus beiden Werten der Berechnung 
des Extinktionskoeffizienten 

I1  
~- - -  log. tang. -IO 

* 1LIerrn Prof. Dr. Cremer, Direktor des t'hysiologisch-Chemischen Instituts der 
Tiergrztliehen ttoehsehule Berlin, sind wir fiir die liebenswtirdige Uberlassung des 
Spektroskopes zu groBem Dank verpfiichtet. 
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zugrunde gelegt, bezogen auf die Einheit der Schichtdicke. Die Ablesung 
wurde f/ir das It/~moglobin im Bereich seines ersten Absorptionsmaximums 
bei etwa 578/~/t gemacht. 

Die Anwesenheit yon Meths konnte w/ihrend der Dauer 
derjenigen Versuche, in denen die Fliissigkeit in der Zfichtungsflasche 
verbleiben muBte, nur an dem ihm zugehSrigen Streifen im Rot 
(Maximum: etwa 635 ~t/~) verfolgt werden; Da aber ein Streifen in diesem 
SpektrMbezirk nicht unbeding~ dem Me~hiimoglobin oder nur ihm allein 
zugehSren mul~, wurde zur Sichers~ellung des Befundes der Inhal~ der 
Flasche nach Beendigung des Versuches mit Soda alkalisiert sowie dutch 
Schwefelammonium reduziert. Geh6rte der beobachtete Streifen im t%ot 
nur dem Meth~moglobin an, so zeigte sich nach kurzer Zeit sein MkMisches 
Spektrum bzw. das breite Band des reduzierten H~moglobins. H~matin, 
mit dessen Anwesenheit naeh den eingangs besprochenen Befunden am 
ehesten zu rechnen war, wiirde sich bei diesen Proben durch das ErhMten- 
bleiben eines Rotstreifens nach Sodazusatz und das Auftreten des H/~mo- 
chromogenspektrums nach Reduktion nachweisen ]assen. Die spektro- 
photometrische Bestimmung der Meth~moglobinabsorption im Rot 
geschah bei etwa 635 #/~; dabei wurde aber titglich das Maximum der 
AuslSsehung naehgeprtift, da eine pK-Anderung des N~hrmediums zur 
Verschiebung der Absorptionsmaxima ffihrt. 

Um die spektroskopisehen und spek~rophotometrisehen Werte der 
einzelnen Flaschen sicher vergleiehen zu k5nnen, mui~te ihr Inha]t vor 
der Untersuchung auf die g]eiehe p~ gebracht werden, da sich das 
Methi~moglobinspektrum einem Indicator gleieh mit der p~ ver/~ndert. 
Wir pufferten mit einem S6rensensehen PhOslohatpuffer auf PH 7,2 eine 
Wasserstoffionenkonzentration, wie wir sie in der Ns unserer 
Kulturen am 5.--7. Bebrfitungstage fanden. 

Die Veranlassung zu folgenden Untersuchungen war ursprfinglich die 
Beobachtung des einen yon uns (D), da~ frische Kulturen yon Knoehen- 
mark, wie sie in der Arbeit yon H. Rasmussen aus unserem Institut 1 
beschrieben worden sind, in kurzer Zeit ihre r6tliche, vom tt/~moglobin 
herrfihrende Farbe verlieren. 

Versuche. 

1. H~moglobinabbau und Methiimoglobinbildung in Kulturen yon 
Bindegewebe. 

Ein Satz Fibroblastenkulturen wurde in Carrel-Flaschen angelegt. 
In jede Flasche setzten wir wenigstens zehn Gewebsfragmente, die 
gleichm&l~ig verteflt wurden, um eine die ganze Bodenfli~ehe bedeckende 
Zellschicht zu erzielen. I ta t ten  die bei 37 o im Brutschrank wachsenden 
Kulturen eine gr61~ere Ausdehnung angenommen, so wurde ihnen start 

1 Arch. exper. Zellforsch. 14, 285 (1933). 
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reinen Embryonalextraktes eine Mischung desselben mit Hgmoglobin 
zugefiihrt. Naeh wenigen Stunden hat sieh der Blutfarbstoff gleichms 
fiber den gesamten Flascheninhalt verteilt, das Plasmakoagulum dureh- 
tr~nkt und ist in innige Beriihrung mit der Ze]le getreten. 

Im hgmoglobinhaltigen Medium entwiekeln sieh die Gewebsstiiekehen 
offenbar ungest6rt. Da keine Messungen yon uns ausgefiihrt wnrden, 
kSnnen wit nieht sagen, ob das H~moglobin eine waehstumsbeeinflussende 
Wirkung hat, wie es verschiedentlieh angenommen wurde ; jedenfalls kann 
sie nut sehr gering skin und nur dureh genaueste, quantitative Be- 
stimmungen festgestellt werden. 

In regelm~ftigen Abstgnden (naeh je 4--7 Tagen) wurde die fliissige 
Phase abgesaugt, und neuer hs Extrakt zugesetzt. Die 
Kontrollflasehen enthielten keine Gewebsfragmente, also nur Embryonal- 
extrakt, Plasma und Hgmoglobin. Tgglieh zu bestimmter Stunde wurde 
der Inhalt der Flaschen spektroskopisch und spektrophotometrisch 
untersueht, sowie das Aussehen des 1Nl~ihrmediums aufgezeichnet. 

Sehon naeh 24 Stunden deuten die mit bloBem Auge siehtbaren 
Verttnderungen auf dig Versehiedenheit der sieh in den Versuehs- bzw. 
Kontrollflaschen abspielenden Umsetzungen bin. Der Inhalt der gewebe- 
haltigen Flaschen ~hat bereits einen leieht braunen Farbton angenommen, 
wghrend die Hs der Kontrollflasehen kaum blasser 
erseheint. W~hrend des ns und iiberngehsten Tages versts 
sieh die braune Verfgrbung in den gewebehaltigen Flasehen und nach 
Ablauf dieser Zeit ist yon der eigentliehen Blutfarbe kaum noeh etwas 
zu sehen. SehlieBllch miseht sich am 4. und 5. Beobachtungstage der 
braunen Verfs ein sehmutzig-grfinlieher Ton bei. Die Kontrollen 
lassen auch eine Ver~inderung des ihnen zugesetzten Blutfarbstoffes 
erkennen. Mit dem Verblassen der Farbe des H~moglobins, die sehon 
am ersten Tage beginnt, sehen wit abet nicht eine Beimisehung tines 
braunen bis sehmutzig braun-grfinen Farbtones einhergehen. Naehdem 
am 2. Tage das Verblassen der Blutfarbe in allen gewebefreien Versuchs- 
flaschen zu sehen ist, tritt zunehmend dagegen ein leieht gelblieher 
Farbton neben dem Blutrot auf. Am 4.--5. Tage des Versuehes ist 
sehliel~lich der Flaseheninhalt eine - -  manchmal ganz wenig triibe - -  
]eieht gelbe Fliissigkeit, die aber noeh deutlieh Reste der urspriingliehen 
ttgmoglobinfarbe hat. Dabei hat jetzt die rote Farbe meist einen leicht 
blauroten, etwas ins Vio]ette spielenden Ton. 

Dem groben Aussehen entspreehen die spektroskopisehen Befunde. 
In den ersten 24 48 Stunden, wenn nut eine leiehte br~unliehe TSnung 
der Medien der gewebehaltigen Flasehen siehtbar ist, nimmt das Oxy- 
hgmoglobin in gewebehaltigen F]asehen bereits deutlieh ab. Seine 
eharakteristischen Streifen, die ursprfinglleh seharf begrenzC als 
breite, massive, sich recht nahe rtiekende Verdunkelungen siehtbar 
waren, grenzen sieh deutlich voneinander ab und erseheinen weniger 
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tiefschwarz. Am 2. und 3. Tage blaf]t der erste Oxyh/~moglobinstreifen 
weiter stark ab, seine AuslSschungsst/irke wird zunehmend geringer. 
Am 4. und 5. Tage ist der ~-Streifen in manchen Flaschen nur 
eben noch, in anderen fiberhaupt nicht mehr zu sehen, w/~hrend im 
Bereich des/3-Streifens eine deutliehe AuslSschung sichtbar bleibt, die 
an St/s zunimmt. In den Kontrollflaschen ist das nicht unter der 
Zellwirkung stehende H/~moglobin auch ver/~ndert worden. Langsamer 
als in den gewebehaltigen Flaschen werden seine Streifen w/s der 
ersten Tage des Versuches zunehmend unsch/~rfer und blasser. Eine 
allgemeine Verdunkelung breitet sieh im Bereich der Oxyh/~moglobin- 
streifen aus, aber bis zum letzten - -  5. - -  Versuchstage sind die Blut- 
farbstoffstreifen zwar abgesehw/icht, aber immer noch deut]ieh sichtbar. 

Das Spektrum des Kontrollflaseheninhaltes zeigt eine yon dem ersten 
H~moglobinstreifen zum Rot bis etw~ 610--612/~# hinziehende leiehte, 
eben sichtbare Vorversehattung. Sie gehSrt dem alkalisehen Meth/~mo- 
globinspektrum an. Nach der Pufferung au/PH 7,2 (die p~ der N/ihr- 
fliissigkeiten liegt um 7,6--7,8), he!lt sich der entsprechende Spektral- 
bezirk auf u n d e s  erscheint im Rot um das Maximum 635 ## eine 
entsprechende Verdunkelung des neutralen Meth/~moglobins. In gewebe- 
haltigen Flasehen, deren P}r durchweg am Neutralpunkt (7,0 bis 7,2) 
lag, konnten wir diesen Vorschatten hie beobachten. 

~ber die erw~hnte Vorversehattung hinaus konnten wir bei 1/~ngerer 
Zfiehtung eine allm/~hlich zunehmende, ins Rot vorriiekende Versehabtung 
beobachten, die bis etwa 635--645/~# reiehte. (Auf die ZugehSrigkeit und 
die Bedeutung dieser Verschattung werden wir sp/iter einzugehen haben.) 

In den gewebehaltigen Versuchs- 
flaschen wird dem Hi~moglobinsehwund 
entspreehend die Absorption des Met- 
h/~moglobins siehtbar. Sehon nach 
24 Stunden, wenn die AuslSsehung des 
Oxyhi~moglobins - -  insbesondere die 
des :r - -  blasser und sehm/~ler 
geworden sind, ist in den kulturhaltigen 
Flasehen eine sehwaehe Verdunkelung 
mit verwaschenem ~bergang zum Rot 
und Gelb hin zwisehen 640--645/~# 
und 628--632 ## feststellbar. Am 2. 
und 3. Tage tritt der Streifen gut, in 
manehen Flasehen sehon stark hervor, 
um am 5. Tage als deutliche, massive, 

.~i I'67'$ ~ ~Koz/ro//e 

~1,6 . 

r~g 
A b b .  1. 

unscharf begrenzte Verdunkelung des entsprechenden Spektralbereiehes 
zu erseheinen. Das Spektrum der gewebehaltigen Flaschen unterscheidet 
sich auch nach Pu]/erung au/ die gleiche P~ durchaus yon dem Inhalt 
der gewebs]reien Flaschen. Die Methdimoglobinmengen, d i e  unter der 

Virehows  ArchlY. Bd.  291. 2 5  
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Einwirkung der lebenden Zellkolonien au]treten, ~ind unvergleichlich grSrier 
als die, die in den gewebs]reien Flaschen entstehen. 

Kurve 1 gibt die Extinktionskoeffizienten einer Versuchsreihe yon 
Fibroblastenkulturen und Kontrollen wieder, gemessen bei 578 ##. 

Fibroblastenkulturen: I-I 198, H 199, H 200, 1~ 201, H 203 
Kontrollen: H 220, I~ 221, H 222, H 223, t t  224 

1,B . . . .  
~o--oF/'bPobl~3ten 

--o o #ontroll8 
I f.---- 

J 

z 3. ~. 5. 

Abb. 2. 

Kurve 2 zeigt den Verlauf der Ab- 
sorPtionsverh~ltnisse im Bereich des 
MHB-Streifens in Rot einer Versuchs- 
reihe yon Fibroblastenkulturen und ge- 
webefreien Kontrollflaschen. 

Fibroblastenkulturen: 
H 198, t t  199, H 200, t t  201, ~ 203 

Kontrollen: 
I-I 220, H 221, I-T 222, H 223, H 224 
In  vitro wachsende Fibroblasten ver- 

mSgen also das zum Niihrmedium zu- 
gesetzte H~imoglobin weitgehend zu ver- 
iindern; sein Spektrum schwindet und 

es werden betriichtliche Mengen Methiimoglobin nachweisbar. .Den Gewebe. 
extralcten kommt die F~ihigkeit der H~imoglobinbildung in viel geringerem 
Marie zu. 

2. Hgmoglobinabbau und Methiimoglobinbildung in 
Milz- und Leberlculturen. 

Bei den mannigfach vermuteten und teilweise bewiesenen Beziehungen 
der Milz und Leber zum Blutstoffwechsel lag es nahe zu prfifen, ob 
Mflz-und Lebergewebe in der Kultur  in besonderem Ma[te hs 
angreifende Eigenschaften besitzt. 

Fragmente von Hiihnerembryona]milz und -leber wurden, wie oben 
beschrieben, in mehreren Flaschens~tzen angelegt. Zur Kontrolle dienten 
wieder gewebsfreie Carrel-Flaschen. Als das feste N~hrmedium ganz 
yon lebhaft wachsenden, splndeligen und freien amSboiden Zellen reticulo- 
endothelialen Ursprungs durchsetzt war, ffigten wit den Kulturen blur- 
farbstoffhaltigen Embryonalextrakt  zu. Die weitere Behandlung und 
Beobachtung geschah in gleicher Weise wie bei den Fibroblastenkulturen. 
Die mit blo~em Auge siclitbaren Ver~nderungen und spektroskopischen 
Befunde an ihrer N~hrfliissigkeit entsprechen grunds~tzlich denen yon 
Bindegewebskulturen, so da~ wir auf ihre n~here Besprechung im 
einzelnen verzichten kSnnen. 

Bei dem Vergleich des Aussel~ens des N~hrmediums yon Fibroblasten- 
kulturen einerseits mit milzgewebshaltigen Flaschen, andererseits fiel uns 
auf, dab der _Flascheninhalt unter der Einwirlcung des Milzgewebes etwas 
schneller die Blut]arbe verliert und einen etwas satteren br~unen his 
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sehmutzigen Farbton annimmt, als in den fibroblastenhaltigen Ziichgungs- 
flaschen. Bei der spektroskopischen Beobaehtung konnten wir dement- 
sprechend auch meist feststellen, dab die Ausl6schungen des Blut- 
farbstoffes in den Flaschen mit Milzgewebe etwas schneller verschwinden 
und gleichzeitig das Meth/~moglobinspektrum frfiher und starker auftritt.  
Kurve 3 gibt zum Vergleich der blutabbauenden F/ihigkeit Yon Milz- 
und Fibroblastenkulturen di e Abnahme der Oxyh/~moglobinausl6schungen 
(bei 578/t/z) einer Versuchsreihe wieder. 

Fibroblastenkul~uren-" tI 198, tI 199, tI 200, tI 201, tT 203 
3{ilzk~lturen: H 209, t t  210, t{ 211, I-I 212, I-I 213 

Diese Unterschiede zwischen der Wirksamkeit y o n  Milzgewebe und 
l~ibroblasten i n  der Ku]tur liel~en sich in vielen Versuchsreihen immer 
wieder best/~tigen. Sie sind abet nur mit 
Vorb hal  zu verw rte , 
schiedene Gesichtspunkte lassen die Be- ~z,,/u 
w~eiskraft derartiger zwar deutlicher, :~/,81 
aber immer geringer Unterschiede frag- ~l'e 
lich erscheinan. Obwohl beim Ansetzen ~1,~ ~ 
der Flaschen darauf geachtet wurde, dab ~7,z 
Zahl und Gr6Be der Mu%ers~fickchen ~/,0 

~0,B /ibereinstimmten, werden geringe Unter- 
schiede der Ausgangsze]]mengen schon ~o.8 - ~ '  

kaum zu vermeiden sein. Augerdem ~e,~ 
waehsen die frisch angesetzten Milz- 0,2 
kulturen mit besonderer Intensit/~ und 0 
schwemmen schon am 1. Tage reichlich 
Zellelemente aus. Die Un~erschiede also, 

- r  7 ~ -  
.-.-. ~Tz 

1. 2.Ta.q 
A b b ,  3. 

% 

i 
r 5, 

die in den Flaschen verschiedener Gewebsarten zu beobachten sind, 
kSnnten sich vielleichb aus der ungleichen Wachstumsgeschwindigkeit 
erkl/~ren lassen. 

Das Milzgewebe bringt bei Ziichtung in einem blut]arbstoHhaltigen 
Niihrmedium im gleichen Sinne, abet im h6heren Grade wie die Fibroblasten 
das H~imoflobinspektrum zum Schwinden ; gleichzeitig werden betriichtliche 
MetMimoglobinmengen gebildet. 

Die mehrfach aufgestellten Versuche haben gezeigt, dab die Leber- 
kulturen in bezug auf die Met]n/imoglobinbildung sich /~hnlich wie die 
l~ibroblastenkolonien verhalten. 

Auf Grund dieser Ergebnisse glauben wlr annehmen zu diirfen, dab 
bei Anwesenheit von Sauerstoff das H/~moglobin in Bertihrung mit der 
in Kultur  lebenden Zelle dutch diese gr61]tenteils oxydiert wird. 

DaB es sich hierbei um eine haupts/s yon der Zellkolonie aus- 
gehende Wirkung handelt, 1/s sich auch im folgenden Versuch zeigen. 

Setzt man Gewebskulturen stat~ It/~moglobinl6sung, Erythrocyten 
zu, so tr i t t  das Me~h/~moglobin nicht im ganzen N/~hrmedium verteilt 

25* 
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auf, sondern wird besonders in unmittelbarer Umgebung der Kultur 
selbst gebildet. Das Mutterstiick umgibt sehon kurze Zeit nach dem 
Ansetzen ein scharf umgrenzter, intensiv braunroter Ring. Diese Ver- 
f~rbung, die sieh mit Sehwefelammonium in die purpurrote Farbe des 
reduzierten H~moglobins iiberffihren und durch Oxydationsmittel nicht 
beeinflussen l~Bt, beruht auf der Anwesenheit yon Meth~moglobin, 
das infolge seiner Gebundenheit an die Erythrocyten nicht in das urn: 
gebende Medium difftmdieren kann. So sehen wir den Untersehied in dem 
Verhalten des Blutfarbstoffes, der unter dem unmittelbaren EinfluB 
der lebenden Zelle steht und dem, dernur mit Gewebsextrakten in Be- 
rfihrung kommt, besonders klar und eindeutig. 

Es seheint uns wichtig an dieser Stelle zu betonen, dub die unmittelbare 
Anwesenheit der Zelle fiir den grunds~tzlichen Ablauf der Vorg~nge nichts 
wesentlieh Neues beitr~gt, sondern nur den Vorgang der Meth~moglobin- 
bildung erheblieh besehleunigt. Wie zahlreiche Versuche uns gezeigt 
haben, sind Gewebsextrakte in gleieher Weise wirksam. Die Untersehiede 
der meth~moglobinbfldenden Wirkung zwisehen letzterem und den Zellen 
selbst mSehten wir als rein quantitative betraehten. Das ~rundproblem 
spitzt sich zu der Frage zu, ob die meth~moglobinbildende Wirkung der 
Zellen und ihrer Extrakte nur eine Besehleunigung der Autoxydations- 
vorgs ist, oder eine als solehe grunds~tzlich zelleigene Wirkung darstellt. 

W~hrend unter der Einwirkung der lebenden Zelle sieh die unmittelbar 
spektroskopiseh erfaBbaren Umwandlungen mit der Meth~moglobin- 
bildung ersehSpfen, zeigen gewebsfreie Flaschen - -  d. h. H~moglobin 
unter dem Einflul~ yon Gewebsextrakten stehend - -  weitere Um- 
wandlungen yon erheblicher prinzipieller Bedeutung. 

Be~ der spelctroskopischen Untersuchung ihres Inhaltes lassen sich 
erhebliche H~imatinmengen nachweisen. 

Wie oben besehrieben, zeigte das Spektrum, dab sich die schwache 
Absorption des Meth~moglobins im Rot bei l~ngerer Bebriitung immer 
welter nach reehts erstreekt und sich allm~hlich im Bereiehe yon 620 bis 
630 #re eine Versehattung ausbildet, deren ZugehSrigkeit zum H~matin 
sich spektroehemiseh leicht nachweisen ]~Bt. Die Alkalisierung der 
Flfissigkeit mit SodalSsung l~fit zwar w~hrend der ers~en Versuchstage 
den l~otstreifen vSllig versehwinden. Die Reduktionsprobe mit Sehwefel- 
ammonium zeigt demgegeniiber schon bei diesen Untersuchungen das 
Auftreten des H~mochromogenstreifens als strichfSrmige Verdunkelung 
innerhalb der breiten, verwaschenen Meth~moglobinabsorption. Ab- 
h~ngig vonder  Menge des gebildeten H~matins schwankt die St~rke 
der H~moehromogenstreifen erheblich. Bei langdauernder Bebriitung 
(bis 15 Tage) ]assen sich die beiden H&moehromogenstreifen als starke 
Ausl6sehungen bei 5 mm Schichtdicke wahrnehmen. 

Eine gleiehe Umwandlung des Blutfarbstoffes ]~l~t sieh auch dutch 
einfachen Zusatz yon Embryonalextrak~ zu einer BlutfarbstofftSsung 
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bewi rken ,  so d a b  wir  d e m  G e w e b s e x t r a k t  n e b e n  der  h/~mogtobin- 
o x y d i e r e n d e n  auch  eine b lu~farbs tof fzers tSrende  W i r k u n g  z u s p r e c h e n  
mfissen  1. Unter der E inwirkung  yon Gewebsextralcten wird unter unseren 
Versuchsbedingungen die eisenhaltige Gruppe aus dem Blut/arbsto]/ ab. 
gespalten und wird als Hgmat in  in  betriichtlichen Mengen nachweisbar. 
I n  A n w e s e n h e i t  der  ] e b e n d e n  Zelle, die d e n  B lu t f a rbs to f f  z u m  groBen 
Tei l  i n  Meth/~moglobin u m w a n d e l t ,  k o m m t  diese b h t f a r b s t o f f s p a l t e n d e  
K r a f t  de r  G e w e b s e x t r a k t e  n i c h t  z u r  W i r k u n g .  
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Uber die Einwirkung des zweiten in den Flasehen enthaltenen Faktors -- des 
Blutserums --  auf das Hamoglobin berichten wir in einer besonderen Mitteilung. 


