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Der Blutfarbstoff und die lebende Zelle*. 

II.  Mitteilung. 

Zur Frage der Bilirubinbildung in vitro. 

Von 

L. Doljanski und 0. Koch. 

(Eingegangen am 1. August 1933.) 

Das im Brennpunkt des allgemeinen Interesse stehende Problem der 
Gallenfarbstoffbildung hat  in den letzten Jahren bedeutende Wandlungen 
erfahren. Eine Zeitlang sehien es, dab die neuen, verfeinerten Methoden 
der biologisehen Untersuohung und die Errungensehaften der operativen 
Teehnik imstande sein wfirden, wenigstens die Frage na.ch dem Ort der 
Entstehung des Bflirubins zu klgren. Viele geistreich ange]egte Experi- 
mente konnten zwar die Vorstellung yon dem Primat der Leberzelle 
fiir die Gallenfarbstoffbfldung ersehiittern, sie waren aber nieht imstandel 
bestimmte Vorggnge oder Zellsysteme aufzuzeigen, die fiir den Prozel~ 
der Bilirubingenese unumstrit ten verantwortlich sind. Bis heute sind 
alle MSgliohkeiten der Entstehung des Bilirubins (Leberzelle, Reticulo- 
endotheliales System, ,,irgendwo in den Geweben", Blutplasma) vSllig 
ellen geblieben. 

Von der Methode der Gewebeziichtung, die uns erlaubt, in klarem: 
Versuch Zellen jegliehen Ursprungs dem Blutfarbstoff gegeniiber zu 
stellen, k6nnte man eine weitgehende FSrderung des Problems der  
Gallenfarbstoffbildung erwarten. 

Die bis jetzt an Zellkulturen ausgefiihrten Untersuehungen sohienen 
auch grundsgtzliche Fragen der Blutfarbstoffwechselvorggnge eindeutig 
beantworten zu kSnnen, und Ergebnisse yon grS~ter Tragweite beizu- 
bringen. Die Bilirubinbildung in Zellkulturen dureh indifferente Zel]- 
typen konnte als erwiesen gelten. 

Zuerst sell Ishibashi 1 die Bildung yon Bilh'ubin in Gewebskulturen beobaehtet 
haben. ** Rich 2 Ian4 in Deekglaskulturen phagoeytierender, mesenohymaler Zellen, 

* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Goldmann-Stiftung. 
** Aus den Zitaten der Arbeit ist ]eider nieht ersiehtlieh, weleher Art die 

benutzten Kulturen waren, wie tier Blutfarbstoff zugeffihrt wurde und aueh nieh~ 
wie das Bflirubin nachgewiesen werden konnte. 
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denen er Blutk6rperchen zugefiigt hatte, neben Eisenpigment ,,~ypische rhombisehe 
mud nadelf6rmige Bilirubiakrystalle ~ die ,,die physikalischen und chemischen 
Eigenschaften des Gallenfarbstoffes aufweisen". Symegi und Czaba a konnten 
Bilirubin mit der H. v. d. Berghschen Reaktion in Gewebskulturen naehweisen. 
Sie setzten dem •ahrmedium ihrer Deekglaskulturen yon Htihner- und Frosch- 
mflzgewebe einen Trolofen hamo]ysierten Hiihner- bzw. Frosehblutes zu. Zur 
Bilirubinbestimmung sogen sie am 4.--5. Bebriitungstage mit einer Capillarpipette 
einen Tropfen Fliissigkeit aus dem Plasmakoagulum, extrahierten mit tier 4fachen 
~enge Alkohol un4 sahen naeh Zusatz yon Ehrlichs Diazoniuml6suug zu dem 
unfiltrierten Auszug in einer feinen G]asr6hre, in der die Reaktion ausgefiihrt 
wur4e, einen Farbenumschl~g nach Rosa, der bei ,,gewisser Ubung ~ immer deutlieh 
feststellbar sein solL yon Balogh a teilte auf der Pathologentagung 1931 erganzen4 
mit, dal~ wie die Milz auch Kulturen yon Gehirn, Rtickenmark, Nfeningen, Herz- 
beutel un4 Lunge in gleiehem Sinne zur Gallenfarbstoffbfldung befahigt sein sollen. 
Die Mengen des auftretenden Bilirubins wurden auf ungefahr 0,05 mg-% errechnet. 

Bei unseren Untersuehungen fiber die Beziehungen der ]ebenden 
Zelle z u  dem Blutfarbstoff in vitro befal~ten wit uns eingehend mit  der 
Frage, ob neben anderen Umwandlungsprodukten des H/imoglobins 
auch Gallenfarbstoff unter der Einwirkung der Zellkolonien aus dem 
Blutfarbstoff gebildet werden kann. 

Obwohl bei diesen Experimenten die Bedingungen ffir eine Bildung 
yon Bilirubin und seinen Naehweis mSgliehst gfinstig gesta]tet waren, 
stehen unsere Ergebnisse in klarem Gegensatz zu den Befunden der 
oben erwi~hnten Forscher. 

Wit legten unsere Versuchskulturen in Carrel-F]aschen an, in denen 
es mSglich ist, gr513ere Zellmengen 5 ~ 6  Tage ohne Erneuerung des 
N/ihrmediums roll  lebensf/~hig zu erhalten, im Gegensatz zu Deckglas- 
kulturen mit  ihrem erheblich kiirzeren Lebenszyklus: Setzt man in der 
Zfichtungsflasche mSglichst viele - -  etwa zwSlf - -  Gewebsstiickchen 
an, so wird erreieht, dal3 schon nach etwa 3 Tagen das gesamte feste 
Nahrmedium yon ]ebhaft waehsenden Zellen durehsetzt ist. Die Be- 
schiekung der Kulturen mit  einer flfissigen Phase macht  es dazu m5glich, 
nicht nur gr52ere B]utfarbstoffmengen in die Flasehe zu bringen, sondern 
sie aueh zu jeder Zeit, in jedem Entwicklungszustand der Zellkolonien, 
mit  diesen in Berfihrung zu bringen. Wird die N/~hrflfissigkeit nach 
Versuehsbeendigung oder beim Weehsel der flfissigen Phase den Flaschen 
entnommen, so stehen genfigend grol3e Mengen zur Verfiigung, um einen 
ehemisehen Gallenfarbstoffnaehweis - -  insbesondere die Kuppelung als 
Azofarbstoff naeh H.  v. d. Bergh - -  ohne Abiinderungen der Original- 
vorschrift durehzuffihren. 

Versuche. 

Die Technilc der Gewebezfichtung und die Gewinnung dcr Blutfarbstoffl6sung 
ist in der ersten Mitteilung unserer Untersuchungsreihe ausfiihrlieh beschrieben. 

Zum Gallenfarbstoffnachweis becIienten wir uns neben der H. v. d. Berghschen 
l%eaktion~ der Gmellnschen und Hammarstenschen Probe. 
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Wir setzten eine grSflere Anzahl yon Mi/zs~tickchen in Carrel-F]asehen an. In 
das N/~hrmedium, das aus 0,1 ecm TyrodelSsung und 0,5 ccm ltiihnerplasma -- 
durch einen Tropfen Embryonalextrakt zur Gerinnung gebraeht -- bestand, 
braehten wir je zelm Milzstiiekehen yon 16t~gigen Hiihnerembryonen. Als fliissige 
Phase wurde 1/2 ecru 33%iger Embryonalsaft in die Ziiehtungsflasche gegeben. 
Nach 2 sp~testens 3 T~gen haben die lebhaft proliferierenden Zellen das gesamte 
feste N~hrmedium durehsetzt. Zu diesem Zeitpunkt wh'd die N~hrflfissigkeit ab- 
gesaugt un4 durch 1/2 cem einer M-isehung yon einem Teil unverdiinnten Embryonal- 
extraktes und zwei Teilen ~moglobinlSsung in Tyrode ersetzt. Der Blutfarbstoff 
verteilt sich n~eh etw~ 1--2 St.unden gleiehm/~Big fiber den ganzen Flaseheninhalt , 
der kr~ftig, friseh-blutrot gefgrb~ erseheint. 

Eine Beschreibung der mit bloBem Auge siehtbaren Ver&nderungen 
und der Beobachtungen bei tgglicher spektroskopischer Verfolgung der 
Blutabbauvorg/~nge, die wie in  friiheren Untersuchungen durehgeffihrt 
wurden, ersparen wit uns. Wit konnten unsere Ergebnisse best/~tigen, 
indem unter zunehmender Braunf~ibung der N/~hrmedien die Blutfarbe 
verschwindet, und die spektroskopisehe Untersuehung zeigt, wie ent- 
sprechend dem allmghlichen Versehwinden der Oxyh~moglobinstreifen 
das Spektrum des Meth/~moglobins erscheint. Das Auftreten anderer 
AuslSschungen konnte nieht beobachtet werden. 

Am 3., 4 ,  5. und 6. Versuehstage wurde zur Untersuchung auf Gallen- 
farbstoff yon einem TeiI der Flaschen die oben stehende Fliissigkeit 
abgesaugt und das feste Koagulum mit 1 cem 96%igem Alkohol zur 
Auslaugung iiberschiehtet. 

1/2 ecru der abgesaugten N~hrfliissigkeit, die eine schmutzig braune 
Farbe hat, wurde mit 1 cem 96%igem Alkohol versetzt. Es t r i t t  eine 
starke Ausflockung ein, so dag das ganze Gemisch eine gleichm/~gig 
trfibe, braunrote Fliissigkeit darstellt, die nach 2--3 Min. abzentrifugiert 
wird. Der obenstehende alkoholisehe Auszug hat eine deutliehe gelbrote, 
manchmal goldgelbe Farbe. 1 ecru des Extraktes wurde mit 1/4 Volumen 
Ehrlichs Diazoniuml6sung versetzt und gut vermiseh~. Die Fliissigkeit 
verf/~rbt sieh naeh Zusatz des Reagens nicht; auch naeh l~ngerer Zeit 
t r i t t  keine Yerf~rbung nach rosa im Sinne des Azobilirubins auf. Nur in 
manchen Fluschen konnten wit eine Mchte Verst/~rknng der gelbroten 
Farbe des Alkoholauszuges beobachten, abet niemals eine rosa TSnung. 
Auch die Gmelinsche Probe zeigt nut  einen sehwachen braunroten Ring 
an der Beriihrungsebene mit dem Gemisch yon rauehender und konzen- 
trierter Salpeters~ure abet hie eine ~ypisehe Ringfolge oder einen grtinen 
Ring. Die Hammarstensehe Probe fiel ebenfalls negativ aus. 

In genau der gleiehen Weise wurde der alkoholische Auszug des 
zerkleinerten festen Flaseheninhaltes untersueht: Gallenfarbstoff konnte 
aueh hier nieht nachgewiesen werden. 

Um die Zellwirkung auf das tt/~moglobin auch l~ngere Zeit beob- 
aehten zu k6nnen, wurde in anderen Versuchsreihen nach dem Absaugen 
der flfissigen Phase yon den Milzgewebskulturen am 5.--6. Bebriitungs- 
rage das feste Plasmakoagulum nicht mit Alkohol zur Extrahierung 
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iiberschichte~, sondern neuerlieh mi t  dem Gemisch yon Embryonal- 
extrakt und It/imoglobinlSsung besehickt und weiter bei 37~ bebriitet. 
Die Untersuehung auf Galtenfarbs~off, die an den versehiedensten 
Versuehstagen (8.--12.) vorgenommen wurde, verlief auch jetzt stets 
negativ. 

Kulturen aus friseh angesetzten Herzfragmenten, sowie aus /~lteren 
Fibroblastenst/~mmen, die unter denselben Bedingungen mit Blutfarbstoff 
zusammengebracht wurden, verhielten sieh genau wie die Milzexplantate: 
Sie blieben st/indig bilirubinfrei. 

Bemerkenswert ist das Verhalten yon Leberzellen. Niemals is~ es 
.uns gelungen, in den N/ihrmedien der Leberkulturen mit lebhaft proli- 
ferierenden Leberepithelmembranen, spindeligen oder am6boiden Reto- 
thelelementen oder beiden zusammen, Bilirubin nachzuweisen. Die in 
vitro lebende Leberkul~ur ist, wie alle anderen untersuchten, in h/imo- 
globinhaltigem Medium gezfichteten Gewebe zur Bilirubinbildung, vSllig 
unf~thig. 

Die Kulturen von Milz, Fibroblasten und Leber ~ind unter den Be- 
dingungen des Lebens in vitro nicht imstande, aus dem zu dem NShrmedium 
zuge/iigten Blut/arbsto// Bilirubin in nachweisbaren Mengen zu bilden. 

Gleichlaufend mit den beschriebenen Versuehen stellten wir Kontroll- 
experimente in Carrel-Flasehen an, deren Inhalt (Plasma, ThyrodelSsung 
und Embryonalextrakt) vSllig dem der Versuehsflaschen entsprach, die 
aber keine Gewebe enthielten. Die Ergebnisse dieser Versuehsreihe waren 
fiberrasehend und veranlal3ten uns, unsere Aufmerksamkeit yon der 
Frage der Rolle der Zelle selbst ffir die Bilirubinentstehung abzulenken. 

Wie wir in unserer Arbeit fiber den Abbau des H/~moglobins in 
Gewebskulturen ~ kurz angedeute~ haben, verl/~uft der ProzeB der Blut- 
farbstoffzerstSrung in gewebsfreien Flasehen anders als in denen, wo der 
Blutfarbstoff in direkte Berfihrung mit der lebenden Zelle treten kann. 
W/ihrend in den Flaschen mit Milz-, Leber- oder Fibroblastenkolonien 
nach vorangegangener Meth/imoglobinbfldung ein eigenartiger gelblieher 
Farbs~off ~ auftritt, geht der H/~moglobinabbau in Abwesenheit yon 
lebendem Gewebe andere Wege. Der H/~moglobinsehwund geh~ mit dem 
Auftreten bedeutender It/~matinmengen einher. Der Inhalt der gewebs- 
freien Flaschen, in denen der Blutfarbstoff dureh Sprengung des tt/~mo- 
globinmolekiils in EiweiBan~eil und eisenhaltige Gruppe abgebaut wird, 
isg eindeutig bilirubinhaltig. Es erfolgt also unter der Einwirkung yon 
Gewebsextrakt und Plasma eine Hamoglobinzerst6rung, die entweder 
direkt zur Gallenfarbstoffbildung Ifihren oder doeh die Grundlage fiir 
die Entstehung des Bflirubins schaffen kann. 

Versuche. 
Die alkoholischen Ausziige des flfissigen and festen Anteils des N/ihr- 

mediums sind im Gegensa~z zu solehen aus gewebehaltigen Flasehen 
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nur schwach gelb bis gelbgriin gefi~rbt. Bei Zusatz yon Ehrlichs Reagens 
sehl/~gt ihre Farbe eindeutig nach Rosa urn. Dieser Farbenumschlag 
erreicht nach etwa 3---4 Min. seinen H5hepunkt,  um danach allm/~hlich 
abzublassen. Die St/irke der Rosafi~rbung ist gering, sis ist aber immer 
und sicher feststellbar. Bei Zusatz yon Alkali geht die Farbe in Blaugrfin 
fiber und die LSsung weist dann spektroskopisch in einer Schieht yon 
5--10 m m  die unseharf begrenzte AuslSschung des alkalischen Azo- 
bilirubins zwisehen etwa 540 und 630 ~t/~ auf. Die Gmdinsche Probe ist 
deutlich positiv: Bei Unterschiehtung mit  salpetriger S~ture t r i t t  an der 
Berfihrungsebene eine eharakteristisehe Ringbildung auf; ebenso ist die 
Probe nach Hammarsten positiv. 

Bei dem Versueh, die Bflirubinmengen quanti tat iv zu erfassen, 
bekamen wir Werte yon etwa 0,2--0,3 rag-%. Die Ergebnisse der 
quanti tat iven Best immung kSnnen wir aber nut  mit  Zurfiekhaltung 
verwerten. Wie yon den verschiedensten Seiten eingewendet wurde 
(Thannhauser und Andersen, Holzer und Mehner, Ernst und F6rster, 
Lepehne) ist die quanti tat ive Bestimmung yon Bilirubinwer~en unter 
0,5 rag-% mit  der H. v. d. Berghschen Methods nur sehr annghernd 
mSglich. Wit konnten uns wiederholt fiberzeugen, wie sehwer die 
Versuehsl5sung mit der Keilflfissigkeit im Authenriethsehen Co]orimeter, 
bei den in unserem Substrat  immer vorhandenen Farbtonabweichungen 
zu vergleichen ist. Die Bestimmung des Bilirubingehaltes nach Ernst 
und Fgrster ergab etwas hSher]iegende Werte (um etwa 0,4 rag-%) als 
die, die nach der H. v. d. Berghschen Methode erhalten wurden. 

Der positive Bilirubinbe]und in gewebe/reien Flaschen, d. h. der Naehweis 
einer Gallen/arbsto]/bildung aus Hiimoglobin ale rein humuralem Vorgang 
reiht sich den Beobachtungen iiber sine Bilirubinbildung ohne ]egliche Be- 
teilggung yon Zellen an. 

Neben dem Streit fiber die Frage, welchen Zellen das Pr imat  der 
Gallenfarbstoffbildung zukommt - -  ob hauptsiichlieh Leberzellen oder 
auch anderen Zellen und Ze]lsystemen - -  ist von vie]en Forschern die 
Annahme often ge]assen worden, ob nieh~ anch eine Umwandlung des 
Blutfarbstoffes in Gallenfarbstoff innerhalb der Blutbahn oder irgendwo 
im Gewebe extrace]lul~r, ohne unmittelbare Mitwirkung der Zelle mSglich 
sein kSnne. 

Seit Virehow "7 zum erstenmal in al~en Blutergiissen und im Leichenblut 
innerh~lb der Gefi~Be I-I/~motoidinkrystaIle gesehen un4 die h~morale Gallen/arbsr 
bildung zur Diskussion gestellt hat, sin4 sine Reihe won ]~eobachtungen und Experi- 
mente gemacht WOl-c[en, die fiir eine extracellulg~re ]~ilil'ubingenese sprechen. 

Jones und Jones s konnten an einem Patienten mit paroxysmaler K~moglobin- 
urie eine Beobachtung machen, die kaum anders als dutch eine humorale Gallen- 
farbstoffbildung erkl~rt werden kann. Tauchte 4er Patient den am Oberarm 
abgebun4enen Arm in kaltes Wasser, so fanden die Untersucher nach 33 Mfin. 
in 4em Blur dieses Armes nicht nur freies K/~moglobin, sondern auch Gallenfarbstoff, 
der in den Capillaren gebfldet worden sein sol]. Leschke 9 beobachtete, dal~ nach 
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Injektion yon Blutk6rperehen in den Lmnbalsack in dem Liquor Bilirubin auftritt. 
Die Anwesenheit des Ferraentes, das yon den Endothelien gebildet werden un4 die 
Umwandlung bewirken soll, versuchte er in folgender Weise zu besti~tigen: L~ngere 
Zeit, nachdem er Blutk6rperchen in den Lurabalsaek eingespritzt hatte, entnahm 
er Liquor, der jetzt das fragliche Ferment enthalten sollte, verraischte ihn zur 
H/~lfte rait Erythroeyten und konnte nach Bebriltung festste]len, dab sich unter 
der Wirkung des ferraenthaltigen Liquors das Bilirubin der Rfickenraarksflilssigkeit 
im 1%agensglas vermehrte. Von Czike lo beobaehtete betr/~ehtliehe Verraehrungen 
des Bilirubins ira Citrat- und Hirudinplasraa, das haupts~chlich yon Blur- un4 
Leberkranken stararate, nach 24stiindigera Aufenthalt im Brutschrank. Die 
Wirksarakeit des Ferraentes, das er filr die Gallenfarbstoffbildung in Anspruch 
nimmt, kann dutch Chinin und Natriuraeyanit geherarat werden. Soe]ima 11 konnte 
eine Bilirubinbildung bei aseptiseher Autolyse des Blutes nicht feststellen; dagegen 
traten erhebliche Gallenfarbstoffraengen in  Citrat- oder defibriniertera Blur auf 
das er bei Zimraertemperatur often stehen lies oder mit Luftkeiraen infizierte. 
Kirkowic und Russew 12 die das zu- und abflieBende Blur yon Organen und einzelnen 
Kreislaufgebieten eben get6teter Pferde auf ihren Bilirubingehalt priiften und eine 
allraahliche Gallenfarbstoffzunahrae in den groBen Gef~Ben parallel rait der 
Zunahrae des Abstandes yon einera Capillargebiet fanden, sowie in der Aorta raehr 
Bilirubin als in tier Arteria pulraonalis, schlieBen, dab das Gallepigraent ira Herzen 
un4 in den groBen GefaBen gebildet werden rafisse. Auch die Untersuchungen 
yon Whipple und Hooper ~3 k6nnen hier angefiihrt werden. Sic schalteten nicht 
nur Milz und Leber, sondern die gesaraten Bauchorgane aus tier Zirkulation aus unct 
konnten in dera Thorax-Kopfkreislauf nach Haraoglobininjektion in die Blutbahn 
iraraer noeh cine Bilirubinbildung beobachten. Mann und Mitarbeiter li karaen bei 
Experiraenten yon Organausschaltnngen ebenfalls zu dera Schlug, dag die Gallen- 
farbstoffbildung in hervorragendera MaBe in dera Blute und ira Knochenraark 
vor sieh geht. Auf Grund der Lepehnesehen Versuche ~5 an kollargolgespeieherten 
Kaninehen korarat Ascho]] zu der Ansicht, dab filr diese Tiere die Hauptstatte 
der Bilirubinbildung in dera Blutplasraa gesueht werden rauB. Dariiber hinaus 
betont Ascho/[ is wiederholt die wichtige Rolle, die das Blur selbst ftir die Gallen- 
f/~rbstoffbildung spMt. Sein Schiller Boek 17 geht noeh welter, inclera er sehliegt, 
dab sieherere Beweise und Beobachtungen filr eine Gallenfarbstoffbildung im Blute 
vorliegen, als fiir irgendein anderes Organ- oder Zellsystera. 

Die Ergebnisse unserer Experimente  scheinen uns die immer mehr in  
den Vordergrund tretende Anschauung der humoralen Gallen/arbsto//bildung 
stiitzen zu kSnnen. Zum Unterschied yon  anderen,  insbesondere yon  
Tierexper imenten,  die zum Beweise dieser Auffassung herangezogen 
werden, s ind die Vorg/~nge der Bi l i rub inbi ldung in vi t ro Mar fibersichtlich 
und  eindeutig.  

Als  sichergestellt betrachten w i t  die M6glichkeit der Gallen/arbsto//bildung 
ohne unmittelbaren Einflu]3 yon Zellen. Die Frage aber, welche Rolle 
die Ze]le bei der Bi ] i rubinbi ldung mittelbar spielen k~nn,  bleibt  weiterer 
Arbei t  vorbehal~en. 
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