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Der Blutfarbstoff und die lebende Zelle*. 

III .  Mitteilung. 
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In der I. Mitteilung unserer Untersuchungsreihe 1 konnten wir fiber 
die ersten Umwandlungen des zu dem Ni~hrmedium yon Gewebskulturen 
zugesetzten Blutfarbstoffcs berichten. Unter der Einwirkung der lebenden 
Zellen verschwindet das Oxyh~moglobin und der Blutfarbstoff wird 
teilweise zu Meth~moglobin oxydiert. Weitere Wege der H~moglobin- 
zerstSrung zu zeigen, war unsere ni~chste Aufgabe. 

~Die Untersuchungen, fiber die wir in der vorliegenden Mitteflung 
berichten wollen, wurden an dem flfissigen N~hrmedium yon in Carrel- 
Flaschen angelegten Milz-, Leber- und Fibroblastenkulturen ausgeffihrt. 
Die flfissige Phase wurde, naehdem sic zusammen mit dem ihr zugeffigten 
Blutfarbstoff mehrere Tage in inniger Berfihrung mit den lebenden Zellen 
geblieben war, zur weiteren Untersuchung entnommen. Die sehmut, zig- 
br~unliehe Flfissigkeit enth~lt zu diesem Zeitpunkt - -  am 6.--8. Be- 
brfitungstage - -  durchweg kein Oxyh~moglobia mehr; dagegen ist 
Meth~moglobin in betritehtlichen Mengen vorhanden. Die Methi~mo- 
globinmengen, die w~hrend der ersten Bebrfitungszeit st~ndig zunehmen, 
erleiden, nachdem einmal am 5.--6. Tage ein Maximum erreieht ist, eine 
allm~hliehe Abnahme. Die fortlaufend durchgeffihrte spektroskopisehe 
Beobaehtung ist nieht imstande Aufschlul~ fiber den Verbleib des ver- 
schwundenen Methi~moglobinanteiles und fiber die weiteren Wege zu 
geben, der die tt~moglobinzerstiSrungsvorg~nge folgen. Mit dem 
Schwinden des Spektrums des Oxy- und Meth~moglobins geht nicht das 
Auftreten irgendeiner neuen AuslSsehung einher. 

Im Gegensatz zu den negativen spektroskopischen Befunden zeigt das 
Verhalten des flfissigen Flascheninhaltes bei ehemisehen Prfifungen 
Besonderheiten, die auf die Anwesenheit eines neu aufgetretenen Farb- 
stoffes sehlieBen lassen. Alkoholisehe Auszfige der Versuchsflfissigkeit 
deuten darauf hin, dal~ auBer dem Meth~moglobin ein weiterer Farbstoff 
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unter der Zelleinwirkung aus dem H~moglobin gebildet worden sein 
mull. Der Alkoholextrakt zeigt n~imlich eine sehr deutliehe, eigenartiggelb- 
rote F~rbung, die dureh die Anwesenheit des Meth~moglobins nieht be- 
dingt sein kann. Da wit naehweisen konnten, dab die in der Gewebekultur 
lebenden Zellen nicht  imstande sind aus dem ihnen zugeftigten Blut- 
farbstoff Bilirubin zu bilden 2, mul~ten wir annehmen, dab die F~rbung 
des Auszuges vielleicht dureh die Anwesenheit eines anderen Farbstoffes 
bedingt sein k6nnte. 

Zur Bestimmung der Natur des Farbstoffes untersuchten wit seine 
LSslichkeitsverh~Lltnisse und das spektra]e Verha]ten seiner LSsungen. 

Von einer gr61~eren Anzahl yon 6--8 Tage alten Milz-, Leber- und 
Fibroblastenkulturen in Carrel-Flaschen, die genau so angelegt waren wie 
wir es in unserer I. Mitteilung besehrieben haben 2, sammelten wit 
getrennt fiir ~ede Zel]art die Ns Das Ausgangsmaterial ist 
eine braune, oft leicht sehmutzig gef~rbte, ]dare Flfissigkeit. Spektro- 
skopisch zeigt sie besonders die unseharfe Aus16schung des Meth~Lmo- 
globins im Rot und in gr61]erer oder geringerer St~irke die Streifen seines 
Misehspektrums. In einzelnen Fgllen traten noeh die Reste der Oxy- 
hgmoglobinausl6schungen hervor. 

Zur chemisehen Untersuchnng wurde zuerst ein Tell der Fltissigkeit 
mit Chloroform ausgeschtittelt, wobei ein gelber bis gelbroter Farbstoff 
in dasselbe fibergeht. Die Farbe des Chloroformauszuges ist sehon naeh 
2 Stunden, wenn er dem Tageslicht ausgesetzt wird, merk]ich abgeblal3t 
und nach 12 Stunden ist die Fltissigkeit fast v6llig ent~/irbt und zeigt 
nur noeh einen ganz geringen grauen bis graugrtinlichen Farbton. In 
Ather kann der Farbstoff nicht direkt tibergesehfittelt werden. Ein anderer 
Tell der Versuehsfltissigkeit wurde mit einigen Tropfen konzentrierter 
Salzs~ure angesguert: Es erfolgt eine sofortige Ausflockung zu einer 
breiigen, gelbroten Masse, die mit dem zweifaehen Volumen Xther aus- 
geschtitte]t wurde. Jetzt geht der Farbstoff in den Xther fiber, der sieh 
zuerst gelbrot f~rbt. Im Verlaufe von kurzer Zeit abet (10--15 Min.) 
wird die Farbe dieser ~therischen L6sung immer deutlieher rot, so da~ 
naeh 10 Min. vonder  Gelbfgrbung niehts mehr zu sehen ist. Ein Teil 
des Xtherauszuges wurde weiterhin mit 1/4 Volumen Ehrlichs Diazonium- 
]Ssung versetzt: Der Farbstoff kuppelt nicht zur Azoverbindung, der 
sehon ]eicht rbte Farbton der LSsung wird nicht starker und zeigt 
aueh keine andersartige rote oder rosa Farbt6nung. Die Diazonium- 
]Ssung finder sich ungefgrbt unter tier J~thersehieht. Ein anderer Tell 
des Atherextraktes wurde mit verdtinnter SodalSsung ausgesehtittelt. 
Dabei entf~Lrbt sieh der Atherextrakt und der Farbstoff geht in die 
alkalisehe LSsung tiber: Die SodalSsung erscheint gelbrot danach fast 
rein gelb mit einem ganz leieht rStliehen Ton. Naeh diesem Ubergang 
in alkalisehe LSsung ist es nicht mehr mSglich, den Farbstoff neuerlich 
in J~ther zu fibernehmen auch nieht naeh Ansauerung mit Salzsaure. 
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Spektroskopisch zeigt der gelbrot gef/~rbte Chloroformauszug der Ver- 
suchsflfissigkeit keine Absorption. Dagegen l~$t der anf/inglich gelbrote 
sp/~ter rein rote ~therextrakt  ein deutliches Streifenspektrumerkennen: 

Ein unscharf begrenzter Streifen im Griin zwischen 550 tttt und 535/~tt 
Einen zweiten Streifen im Blau zwischen . . . .  510/~tt und 480/x/, 
Endabsorption yon etwa . . . . . . . . . . .  435/z/* an. 

Obwohl die Alkoholausziige keine H. v. d. Berghsche Reaktion zeigen, 
verdient i h r  eigenartiges Verhalten nach Zusatz yon Diazoniuml6sung 
besondere Erw~hnung. Die gelbroten Extrakte werden nach Ver- 
mischung mit dem Ehrlichschen Reagenz h6chstens etwas klarer; bei 
Alkalisierung mit Natronlauge nimmt die Flfissigkeit aber sehlagartig 
eine starke satt-goldgelbe Farbe an, die sich in den n/~chsten Minuten 
noch verst/~rkt und best/~ndig ist. 

Zur Bildung des gelben Farbstoffes sind Milzkulturen, wie aueh ein- 
fache Bindegewebszellen in gleiehem MaI~e f/~hig. Bei der getrennten 
Untersuehung der Kulturflfissigkeit der beiden Gewebsarten konnten 
wir keine Unterschiede feststel]en. Dagegen scheinen manehe Versuehe 
an Lebergewebskulturen daffir zu spreehen, dal~ die Leberzelle zur 
Bildung des Farbstoffes besonders bef/~higt ist. In den Flaschen mit 
Leberzellexplantaten t r i t t e r  oft in besonders reichliehen Mengen auf. 

Die alkoholisehen Auszfige des Inhaltes von Kontrollflaschen, die 
ohne Gewebe, aber mit genau den g]eiehen Plasma- und Embryonal- 
extraktmengen angelegt und denen zu gleicher Zeit wie den kultur- 
haltigen Flaschen Blutfarbstoffl6sung zugeffigt wurde, zeigen ein grund- 
8ditzlich anderes Verhalten. Schon die Farbe ihres fltissigen Inhaltes 
ist viel sehw~cher und blasser als die der gewebehaltigen Flaschen und 
dazu nicht braun und sehmutzig, sondern mehr gelbbraun bis gelbrot. 
Sie unterscheiden sieh aber nicht nur durch ihre Farbe yon den gewebs, 
hMtigen Flaschen. Beim Ausschiitteln mit Chloroform geht aus ihrem 
fliissigen N/~hrmedium nichts in L6sung, wie auch die salzsauren _~ther- 
ausziige sich meist nur leicht braun anf/~rben. In ~ther  allein kann 
auch aus ihnen niehts iibergeschtittelt werden. 

Obwohl die FKrbung und das VerhMten des sMzsauren Atherauszuges 
auch dureh die gleichzeitige Anwesenheit yon Meth/~moglobin, bzw. 
Hi, matin bedingt sein k6nnte, sprechen doch die grundsi~tzliche Unter- 
schiede der F/~rbung des Xtherauszuges yon gewebehMtigen und ge- 
webefreien Flasehen daffir, dag die in ihnen enthaltenen Farbstoffe nieht 
die gleiehen sind. Dariiber hinaus zeigt die Chloroforml6sliehkeit und 
das spektrale VerhMten dieser L6sung eindeutig, da$ es sich um keines 
der bekannteren Blutabbauprodukte handeln kann. 

Die eigenartige Farbe und das VerhMten des in den Kulturen auf- 
tretenden Farbstoffes legte uns den Gedanken nahe, da$ unter der 
Einwirkung der lel/enden Zelle ein Farbstoff entstanden sein k6nnte, 
der mit dem yon Rosenthal, Melchior und Licht 3 sowie Enderlen, 
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Thannhauser und Jenke ~ beschriebenen, und von den le~ztgenannten 
Autoren als , ,Xantorubin" bezeichneten, fibereinstimmen kSnnte. 

Die ersten Beriehte fiber das  Auftreten dieses gelben Farbstoffes im 
lebenden K6rper schlieBen sich an die Untersuchungen an leberlosen 
Hunden an. Mann und Magath s beobachteten, dab das vorher farblose 
Serum des Hundes nach der Entfernung der Leber eine zunehmende 
Gelbfgrbung zeigt. Die Autoren ffihrten diese Verfi~rbung auf die An- 
wesenhei~ yon extrahepatiseh neugebildetem Bilirubin zurfick. Bei 
Wiederholung der Versuche der amerikanischen Forscher durch Rosen- 
thal, some Thannhauser beobaehteten beide aber gleichzeitig und 
unabh~ngig voneinander, dab die starke Gelbfi~rbung des Serums der 
Hunde naeh der Leberentfernung in auffi~lligem Widerspruch zu dem 
geringen Bilirubingehalt steht. Die aufgetretenen Gallenfarbstoffmengen 
sind meist so gering, dab sic allein die hochgradige Gelbfiirbung keines- 
falls erkl~ren k6nnen. Auch die Zunahme der Gelbf~rbung des Serums, 
bzw. seiner alkoholisehen Auszfige h/~lt nieht Schritt mit  den nachweis- 
baren Bilirubinmengen, sondern wie Rosenthal, Melchior und Licht 
beobaehtet  haben, n immt sic raseher zu als es dem Anschwellen der 
Bilirubin/~mie entsprieht. Mit der Aussehaltung der Leber mugte  also 
noeh ein anderer Farbstoff  in der Blutbahn aufgetreten sein, der das 
Serum wie auch die Gewebe der Tiere gleich dem Gallenfarbstoff gelb 
f/irbt, aber nicht mit  diesem fibereinstimmt. Hans Fischer und Reindel ~ 
verdanken wir die erste ehemisehe Charakterisierung des Xantorubins. 
Danach st immen L6sliehkeitsverh/~ltnisse nnd das spektrale Verhalten 
der L6sungen des gelben Farbstoffes unserer Kulturen weitgehend mit  
denen des Xan~orobins fiberein. 

Bei den unter der Einwirlcung yon lebenden Zellen in der Gewebslcultur 
bewir/cten H~imoglobinabbauvorg~ingen tritt nach einiger Zeit ein gelber 
Farbsto// au/, der niiher gekennzeichnet wird. Seine Eigenscha]ten stimmen 
in vielen Beziehungen mit denen des ,,Xantorubins" (Enderlen, Thann- 
hauser und Jen/ce) i~berein. Die Bildung dieses Farbsto//es aus dem 
Hiimoglobin scheint eine grundlegende Eigenscha/t der lebender Zelle zu 
sein, denn in Beriihrung mit den i~blichen Niihrmedien allein (ohne Zell- 
lculturen), /indet die Bildung des Farbsto//es nicht statt. 
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