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Der Blutfarbstoff und die lebende Zelle*.

III. Mitteilung.

Uber die Bildung eines gelben Farbstoffes
in Gewebskulturen.

Von
L. Doljanski und 0. Koch.

( Bingegangen am 1. August 1933. )

In der I. Mitteilung unserer Untersuchungsreihe! konnten wir iiber
die ersten Umwandlungen des zu dem Nihrmedium von Gewebskulturen
zugesetzten Blutfarbstoffes berichten. Unter der Einwirkung der lebenden
Zellen verschwindet das Oxyhimoglobin und der Blutfarbstoff wird
teilweise zu Methdmoglobin oxydiert. Weitere Wege der Hamoglobin-
zerstérung zu zeigen, war unsere nichste Aufgabe.

‘Die Untersuchungen, iiber die wir in der vorliegenden Mitteilung
berichten wollen, wurden an dem fliissigen Nihrmedium von in Carrel-
Flaschen angelegten Milz-, Leber- und Fibroblastenkulturen ausgefiihrt.
Die fliissige Phase wurde, nachdem sie zusammen mit dem ihr zugefiigten
Blutfarbstoff mehrere Tage in inniger Beriihrung mit den lebenden Zellen
geblieben war, zur weiteren Untersuchung entnommen. Die schmutzig-
braunliche Fliissigkeit enthilt zu diesem Zeitpunkt — am 6.—8. Be-
briitungstage — durchweg kein Oxyhimoglobin mehr; dagegen ist
Methamoglobin in betrichtlichen Mengen vorhanden. Die Methimo-
globinmengen, die wahrend der ersten Bebriitungszeit stindig zunehmen,
erleiden, nachdem einmal am 5.—6. Tage ein Maximum erreicht ist, eine
allméhliche Abnahme. Die fortlaufend durchgefiihrte spektroskopische
Beobachtung ist nicht imstande Aufschluf iiber den Verbleib des ver-
schwundenen Methimoglobinanteiles und iiber die weiteren Wege zu
geben, der die Himoglobinzerstérungsvorgiinge folgen. Mit dem
Schwinden des Spektrums des Oxy- und Methémoglobins geht nicht das
Auftreten irgendeiner neuen Ausléschung einher.

Im Gegensatz zu den negativen spektroskopischen Befunden zeigt das
Verhalten des fliissigen Flascheninhaltes bei chemischen Priifungen
Besonderheiten, die auf die Anwesenheit eines neu aufgetretenen Farb-
stoffes schlieBen lassen. Alkoholische Ausziige der Versuchsfliissigkeit
deuten darauf hin, dafl auBler dem Methémoglobin ein weiterer Farbstoff
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unter der Zelleinwirkung aus dem Hamoglobin gebildet worden sein
muB. Der Alkoholextrakt zeigt ndmlich eine sehr deutliche, eigenartig gelb-
rote Farbung, die durch die Anwesenheit des Methidmoglobins nicht be-
dingt sein kKann. Da wir nachweisen konnten, daB die in der Gewebekultur
lebenden Zellen nicht imstande sind aus dem ihnen zugefiigten Blut-
farbstoff Bilirubin zu bilden 2, muBiten wir annehmen, dal die Farbung
des Auszuges vielleicht durch die Anwesenheit eines anderen Farbstoffes
bedingt sein kénnte.

Zur Bestimmung der Natur des Farbstoffes untersuchten wir seine
Loslichkeitsverhdltnisse und das spektrale Verhalten seiner Losungen.

Von einer grofleren Anzahl von 6—8 Tage alten Milz-, Leber- und
Fibroblastenkulturen in Carrel-Flaschen, die genau so angelegt waren wie
wir es in unserer I. Mitteilung beschrieben haben!, sammelten wir
getrennt fiir jede Zellart die Nahrflissigkeit. Das Ausgangsmaterial ist
eine braune, oft leicht schmutzig gefarbte, klare Fliissigkeit. Spektro-
skopisch zeigt sie besonders die uuscharfe Ausléschung des Methdmo-
globins im Rot und in gréflerer oder geringerer Stirke die Streifen seines
Mischspektrums. In einzelnen Fillen traten noch die Reste der Oxy-
hamoglobinauslgschungen hervor.

Zur chemischen Untersuchung wurde zuerst ein Teil der Flissigkeit
mit Chloroform ausgeschiittelt, wobei ein gelber bis gelbroter Farbstoff
in dasselbe iibergeht. Die Farbe des Chloroformauszuges ist schon nach
2 Stunden, wenn er dem Tageslicht ausgesetzt wird, merklich abgeblaft
und nach 12 Stunden ist die Fliissigkeit fast vollig entfirbt und zeigt
nur noch einen ganz geringen grauen bis graugriinlichen Farbton. In
Ather kann der Farbstoff nicht direkt iibergeschiittelt werden. Ein anderer
Teil der Versuchsfliissigkeit- wurde mit einigen Tropfen konzentrierter
Salzsiure angesiuert: Es erfolgt eine sofortige Ausflockung zu einer
breiigen, gelbroten Masse, die mit dem zweifachen Volumen Ather aus-
geschiittelt wurde. Jetzt geht der Farbstoff in den Ather iiber, der sich
zuerst gelbrot firbt. Im Verlaufe von kurzer Zeit aber (10—15 Min.)
wird die Farbe dieser atherischen Losung immer deutlicher rot, so dafl
nach 10 Min. von der Gelbfirbung nichts mehr zu sehen ist. Ein Teil
des Atherauszuges wurde weiterhin mit 1/, Volumen Ehrlichs Diazonium-
losung versetzt: Der Farbstoff kuppelt nicht zur Azoverbindung, der
schon leicht rote Farbton der Losung wird nicht stirker und zeigt
auch keine andersartige rote oder rosa Farbtonung. Die Diazonium-
losung findet sich ungefirbt unter der Atherschicht. Ein anderer Teil
des Atherextraktes wurde mit verdinnter Sodaldsung ausgeschiittelt.
Dabei entfirbt sich der Atherextrakt und der Farbstoff geht in die
alkalische Losung iiber: Die Sodalésung erscheint gelbrot danach fast
rein gelb mit einem ganz leicht rétlichen Ton. Nach diesem Ubergang
in alkalische Losung ist es nicht mehr méglich, den Farbstoff neuerlich
in Ather zu iibernehmen auch nicht nach Ansiuerung mit Salzsiure.
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Spektroskopisch zeigt der gelbrot gefirbte Chloroformauszug der Ver-
suchsfliissigkeit keine Absorption. Dagegen 14Bt der anfinglich gelbrote
spiter rein rote Atherextrakt ein deutliches Streifenspektrumerkennen:

Ein unscharf begrenzter Streifen im Griin zwischen 550 yu und 535 e
Einen zweiten Streifen im Blau zwischen . . . . 510 yu und 480 up
Endabsorption vonetwa . . . . . . . . . .. 435 py an.

Obwohl die Alkoholausziige keine H. v. d. Berghsche Reaktion zeigen,
verdient ihr eigenartiges Verhalten nach Zusatz von Diazoniumlésung
besondere Erwihnung. Die gelbroten Extrakte werden nach Ver-
mischung mit dem Ehrlichschen Reagenz hochstens etwas klarer; bei
Alkalisierung mit Natronlauge nimmt die Fliissigkeit aber schlagartig
eine starke satt-goldgelbe Farbe an, die sich in den néchsten Mmuten
noch verstirkt und bestdndig ist.

Zur Bildung des gelben Farbstoffes sind Milzkulturen, wie auch ein-
fache Bindegewebszellen in gleichem Mafe fahig. Bei der getrennten
Untersuchung der Kulturfliissigkeit der beiden Gewebsarten konnten
wir keine Unterschiede feststellen. Dagegen scheinen manche Versuche
an Lebergewebskulturen dafiir zu sprechen, dafl die Leberzelle zur
Bildung des Farbstoffes besonders befihigt ist. In den Flaschen mit
Leberzellexplantaten tritt er oft in besonders reichlichen Mengen auf.

Die alkoholischen Ausziige des Inhaltes von Kontrollflaschen, die
ohne Gewebe, aber mit genau den gleichen Plasma- und Embryonal-
extraktmengen angelegt und denen zu gleicher Zeit wie den kultur-
haltigen Flaschen Blutfarbstofflosung zugefiigt wurde, zeigen ein grund-
sdtzlich anderes Verhalten. Schon die Farbe ihres fliissigen Inhaltes
ist viel schwicher und blasser als die der gewebehaltigen Flaschen und
dazu nicht braun und schmutzig, sondern mehr gelbbraun bis gelbrot.
Sie unterscheiden sich aber nicht nur durch ihre Farbe von den gewebs-
haltigen Flaschen. Beim Ausschiitteln mit Chloroform geht aus ihrem
fliissigen Ndhrmedium nichts in Losung, wie auch die salzsauren Ather-
ausziige sich meist nur leicht braun anfirben. In Ather allein kann
auch aus ihnen nichts iibergeschiittelt werden.

Obwohl die Firbung und das Verhalten des salzsauren Atherauszuges
auch durch die gleichzeitige Anwesenheit von Methiémoglobin, bzw.
Hématin bedingt sein kénnte, sprechen doch die grundsitzliche Unter-
schiede der Firbung des Atherauszuges von gewebehaltigen und ge-
webefreien Flaschen dafiir, daB die in ihnen enthaltenen Farbstoffe nicht
die gleichen sind. Dariiber hinaus zeigt die Chloroformléslichkeit und
das spektrale Verhalten dieser Losung eindeutig, daB es sich um keines
der bekannteren Blutabbauprodukte handeln kann.

Die eigenartige Farbe und das Verhalten des in den Kulturen aui-
tretenden Farbstoffes legte uns den Gedanken nahe, daB unter der
Einwirkung der lebenden Zelle ein Farbstoff entstanden sein kénnte,
der mit dem von Rosenthal, Melchior und Lichi ® sowie Enderlen,
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Thannhauser und Jenke * beschriebenen, und von den lefztgenannten
Autoren als ,,Xantorubin®“ bezeichneten, iibereinstimmen kénnte.

Die ersten Berichte iiber das Auftreten dieses gelben Farbstoffes im
lebenden Korper schlieBen sich an die Untersuchungen an leberlosen
Hunden an. Mann und Magath ® beobachteten, daB das vorher farblose
Serum des Hundes nach der Entfernung der Leber eine zunehmende
Gelbfarbung zeigt. Die Autoren fiihrten diese Verfirbung auf die An-
wesenheit von extrahepatisch neugebildetem Bilirubin zurtick. Bei
Wiederholung der Versuche der amerikanischen Forscher durch Rosen-
thal, sowie Thannhauser beobachteten beide aber gleichzeitig und
unabhingig voneinander, dall die starke Gelbfirbung des Serums der
Hunde nach der Leberentfernung in auffélligem Widerspruch zu dem
geringen Bilirubingehalt steht. Die aufgetretenen Gallenfarbstoffmengen
sind meist so gering, da8 sie allein die hochgradige Gelbfirbung keines-
falls erkliren kénnen. Auch die Zunahme der Gelbfarbung des Serums,
bzw. seiner alkoholischen Ausziige halt nicht Schritt mit den nachweis-
baren Bilirubinmengen, sondern wie Rosenihal, Melchior und Licht
beobachtet haben, nimmt sie rascher zu als es dem Anschwellen der
Bilirubingmie entspricht. Mit der Ausschaltung der Leber mufite also
noch ein anderer Farbstoff in der Blutbahn aufgetreten sein, der das
Serum wie auch die Gewebe der Tiere gleich dem Gallenfarbstoff gelb
firbt, aber nicht mit diesem iibereinstimmt. Hans Fischer und Reindel ¢
verdanken wir die erste chemische Charakterisierung des Xantorubins.
Danach stimmen Loéslichkeitsverhdltnisse und das spektrale Verhalten
der Losungen des gelben Farbstoffes unserer Kulturen weitgehend mit
denen des Xantorobins tiberein.

Bei den unter der Einwirkung von lebenden Zellen in der Gewebskultur
bewirkten Hdmoglobinabbauvorgingen tritt nach einiger Zeit ein gelber
Farbstoff auf, der niher gekennzeichnet wird. Seine Eigenschaften stimmen
in wvielen Beziehungen mit denen des ,,Xantorubins* (Enderlen, Thann-
hauser und Jenke) diberein. Die Bildung dieses Farbstoffes aus dem
Himoglobin scheint eine grundlegende Eigenschaft der lebender Zelle zu
sein, demn in Berihrung mit den dblichen Ndihrmedien allein (ohne Zell-
kulturen), findet die Bildung des Farbstoffes nicht statt.

Schrifttum.

 Doljanski, L. w. O. Koch: Uber den Blutfarbstoffabbau in Gewebskulturen.
Virchows Arch. 291, 379 (1933). — 2 Doljanski, L. u. O. Koch: Zur Frage der
Bilirubinbildung in vitro. Virchows Arch. 291, 390 (1933). — ° Rosenthal, F.,
E. Melchior u. H. Licht: Untersuchungen am leberlosen Sdugetier. Arch. {. exper.
Path. 107, 238 (1925). — ¢ Enderlen, E., S.J. Thannhduser u. M. Jenke: Beob-
achtungen iiber ein gelbes Pigment im Blute nach Leberexstirpation (Xantorobin).
Arch. f. exper. Path. 120, 16 (1927). — Siehe auch Thannhauser: Diskussions-
bemerkung, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 87, 277 (1925). — 5 Mann, Fr. C. u.
Th. B. Magath: Die Wirkungen der totalen Leberexstirpation. Erg. Physiol.
231, 212 (1924).



