
(Aus dem II. P~thologisch-anatomischen Instimt der kgl. ungar. Ps P6ter- 
Universit~t in Budapest [Direktor: Dr. Ernst v. Balogh, o. 5. Prof.].) 

Weitere Untersuchungen fiber Gallenfarbstoffbildung 
in Milzgewebskulturen. 

Von 
St. Siimegi~ M. Csaba und E. v. Balogh. 

(Eingegangen am 11. Juli 1934.) 

Am 2. internationalen Kongrel~ ffir Zellf0rsebung in Amsterdam, 1930, 
teilten wit (Si~megi und Csaba) Untersuchungen mit, in denen eine 
Bildung yon Gallenfarbstoff in Gewebskulturen der Milz yon 18- bis 
19t~tgigen .Hfihnerembryonen und von erwachsenen FrSsehen mit der 
Hilfe einer Modifikation des van den Berghsehen Diazoverfahrens fest- 
gestellt werden konnte. Die Gallenfarbstoffbildung wurde auf Grund 
der Untersuchungen als eine vitale Funktion der Milz gedeutet. Die 
Versuche wurden dann auf die Anregung yon Herrn Prof. v. Balogh 
auch auf andere Organe erweitert, die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
wurden yon ihm an der 26. Tagung der Deutschen Pathologischen Gesell- 
schaft in MfinChen, 1931, mitgeteilt. Laut diesen konnte eine Gallen- 
farbstoffbildung aul~er der Milz auch in Gehirn und Rfickenmarks- 
fragmenten mit oder ohne Meningen, Herzbeutel, Iris und Lungen der 
wenigstens 18--20t~gigen Hfihnerembryonen nachgewiesen werden. 
Kulturen yon Meerschweinchenorganen erg~ben eben~a]ls ein positives 
t~esultat bei Milz, Gehirn, Iris, Nebennierenmark und. Knochenmark. 
Die Kulturen ohne H~moglobinangebot, auSerdem die leeren Tropfen 
der bebrfiteten Ingredientien ergaben auSer einzelnen Kulturen yon 
blutreiehen Milzstfickchen negatives Resultat. 

Die Versuche sehienen uns nach den bekannten Untersuchungen 
von Mann und Magath fiber Bilirubinbfldung an leberlosen Tieren und 
von Ernst und Szappanyos fiber Bflirubinbildung in der 3--4 Stunden 
lang fiberlebenden und durchstrSmten Hundemilz den endgfiltigen 
Beweis zur extrahepatischen Gallenfarbstoffbildung dureh die Zellen 
des reticuloendothelialen Systems zu lielern. 

Im folgenden sell fiber Untersuehungen kurz beriehtet werden, 
welche hauptss wegen verschiedener Einw~nde gegen diese Auf- 
fassung, teils auch wegen widersprechender Nachprfifungen gemacht 
worden sind. 

I .  

Es wird sehon lange yon manchen Autoren behauptet, dal~ die Gallen- 
farbstoffbildung ein fermentativer Prozel~ sei. Aschoff, Leschke, Malcino, 
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Rich u. a. nehmen im Mlgemeinen ein extracellulgres Ferment an, mittels 
dessen das H/~moglobin in Bilirubin umgewandelt werden soft. Reck- 
linghausen land im steril aufbewahrten Blute, v. Czike im Menschen- 
serum, unter denselben Kautelen, nach einigen Tagen eine Vermehrung 
des GMlenfarbstoffes und schlieBen daraus auf das Vorhandensein eines 
Fermentes im Blute. Dies scheint auch durch die interessanten Liquor- 
untersuchungen yon Leschke best/~tigt zu werden; er injizierte rote 
Blutk6rperchen in den DuI'alsack seiner Patienten, erlangte nach 2 bis 
3 Tagen eine Xanthochromie und glaubte in dem xanthoehromen und 
vermutlich Ferment enthMtenden Liquor nach Beimischung yon frischem 
Blute in einigen Tagen die Vermehrung des GMlenfarbstoffes naehweisen 
zu k6nnen. Leider fehlen jegliche Angaben sowob] fiber die Methodik 
der quantitativen Bestimmung Ms aueh fiber die Menge des produ- 
zierten Farbstoffes. Die positiven Befunde der bebriiteten Blutproben 
konnten yon Leupold, Hueck, Rich, Makino, Soejima, Ernst nieht be- 
st/itigt werden. Wir selbst versuchten h/imolysiertes Blur, Citratblut 
und gewaschene rote Blutk6rperchen in Ringerl6sung aufgeschwemmt 
in sterilen Epruvetten 8 Tage lang tells zur Kontrolle im Eisschrank, 
tells im Thermostat bei 370 aufzubewahren. Die Blutproben stammten 
yon Menschen, ttfihnern, Meersehweinchen, Kaninchen, Katzen und 
Hunden. Hfihner, Meersehweinchen, Hunde und Katzen zeigten in 
ihren ]Blutproben eine negative Diazoreaktion, in den fibrigen wurde 
der GMlenfarbstoffgehalt quantitafiv bestimmt. Zu einem Tei l 'der  
Proben wurde aueh arteigener Liquor beigemischt. Bei diesen neulieh 
wiederholten Untersuchungen war in keinem der diazonegativen Proben 
ein positiver Umschlag derselben festzustellen, die fibrigen zeigten nur 
minimale Sehwankungen des GMlenfarbstoffgehMtes. Im Bodensatz der 
mit Liquor aufbewahrten Proben waren H/~matoidinkrystalle nicht 
naehweisbar. Das Spektrum des Oxyhiimoglobins blieb unver/~ndert, 
Meth/imoglobinbildung konnte nicht erzielt werden. Die Frage wurde 
zuletzt ausffihrlich yon Ernst und Hallay behandelt. Ihre Untersuchungen 
mit tlundeblut decken sich mit den unseren. Sie erkl/~ren die in etwa 
15% der F/~lle naehweisbare ErhShung yon oder fiber 10% des Bilirubin- 
gehaltes der Proben mit einer Erniedrigung des Plasmavolumens um 
3--16%, was der Erh6hung der Konzentration des BiIirubins entspriehtl 
Sie konnten weder in h~morrhagisehen Exsudaten ein Ferment naeh~ 
weisen, noeh konnten sie ein solches in der Milz bzw. Milzextrakten finden 
(s. aueh Rich und Bumstead). 

Wir versuchten die etwaige fermentative Wirkung in unseren Milz- 
kulturen, wie das sehon an der Mfinehener Tagung yon I-Ierrn Prof. 
v. Balogh kurz erwfi~hnt wurde, durch ein ,,Fermentgift" aufzuheben. 
Dazu verwendeten wit eine 1/1000 Mol-L6sung yon KCN. 1 Tropfen 
dieser L6sung verhinderte die Gallerffarbstoffbildung in den Kulturen 
nicht, l)iese Versuehe wurden seit der Zeit erg~nzt und es stellte sieh 
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folgendes heraus: Wenn die Milzkulturen des 18tagigen Htihnerembryos 
sowohl in den Kontrollen als auch mit 1 Tropfen (0,05 ccm) KCN- 
LSsung ein gutes Waehstum zeigten, so konnte die positive Diazoreaktion 
immer naehgewiesen werden. Wurde abet dureh KCN das Waehstum 
des Milzfragmentes verhindert, so konnte zwar in den gut gedeihenden 
Kulturen derselben Milz ohne KCN eine Gallenfarbstoffbildung nach- 
gewiesen werden, doeh blieb dieselbe in den nicht auswaehsenden Cyan- 
kulturen aus. Um unsere KCN-LSsung als Fermentgift bezeichnen zu 
kSnnen, vermengten wir 1 cem derselben mit 0,3% NaC1 abgestuften 
Mengen einer Speiehell6sung (1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 usw.); zu den RShrehen 
kam noch auBerdem der Wohlgemuthsehen Versuchsanordnung ent- 
spreehend je 5 ecru einer l%igen St~Lrke]6sung. Der Kontrotlversuch 
wurde ebenso, nur ohne KCN, ausgefiihrt. Nach 20 Min. Aufbewahrung 
bei 370 konnten im Kontrollversueh 160, im Cyanversueh nur 40 Diastase- 
einheiten naehgewiesen werden. Hiermit ist die Herabsetzung der Ferment- 
tatigkeit durch die CyanlSsung nachgewiesen und die obigen Versuehe 
spreehen fiir den Zusammenhang der vitalen Funktion der Zellen mit 
der Ga]leniarbstoffbildung. 

Die H-Ionen tiben, wie bekannt, einen sehr ausgesproehenen Einflug 
aui die Fermentwirkung aus. Des Wirkungsoptimum der Diastase liegt 
z .B.  ungef~hr bei Pt~ 6,8, des des Pepsins bei pg 1,7 usw. Hierbei 
kann die Wirkung der H-Ionen sowohl auf die elektrolytische Disso- 
ziafion wie aueh auf den kolloidalen Zustand der Fermente entf~ltet 
werden (Michaelis). Wir untersuehten den Eiixflul? der g - Ionen  auf 
die Bilirubinbildung in 8 Versuchsreihen. Explantiert  wurden Milz 
und Gehirn des Hiiknerembryos und yon Meersehweinehen. Die Kulturen 
wurden mittels Bakterienfilter sterilisierten Phosphatpuifermisehungen 
yon PH 5,5 mit p~ 0,02 steigend bis PH 7,80 angesetzt. In den Hiihner- 
versuehen ergab sieh sowohl fiir Milz als auch iiir Gehirn ein Bildungs- 
optimum des Farbstoffes yon PIt 6,66--7,38~ In dieser Breite ist 
des Wachstum nieht beeintr/~chtigt, die Diazoreaktion ist gleieh so 
stark wie in den Kontrollen ohne Phosphatzusatz. Die Gallenfarbstoff- 
bildung h6rt sowohl naeh der saueren als aueh naeh der alkalisehen Seite 
zu auf, zugleieh wird aber des Wachstum und das Auswandern in den 
Explantaten stark beeinfluBt, meist ganz verhindert. In den Meer- 
sehweinchenversuehen zeigte sich folgendes: Gehirn: In den Kulturen 
yon PI~ 5,6--6,8 ist die Diazoreaktion negativ. Von pg 7,0--7,4 ist 
die Reaktion stark positiv, yon pH 7,6--7,8 wieder neg~tiv. Des Waehs- 
turn der Kulturen geht mit diesen Resultaten ganz parallel. Milz: Die 
Kulturen wuehsen yon PH 5,8--7,8 sehr gut; die van derb Berghsehe 
l%eaktion war in s/~mtlichen stark positiv. H~matoidinkrystalle waren 
aueh in alien Kulturen zu finden. Des empfindliehere Gehirn w~ehst 
also nur in einer bestimmten p~-Breite, die lebensighigere Milz dagegen 
trotzt  dem Unbehagen des Milieus und zeigt ein.ausgezeiehnetes Waehstum 
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in allen Explantaten.  Da die GMlenfarbstoffbildung fiberM1 mit dem 
Wachstum parallel geht, k6nnen diese Versuehe ebenfalls im Sinne 
eines Zusammenhanges zwisehen Vitalit/~t der Zellen und ihrer bilirubin- 
bildende F/~higkeit gedeutet werden. 

I m  selben Sinne ist folgender Versuch aufzufassen: Wird die 18t/~gige 
Hfihnermilzkultur olme h/imolysiertes Blut angelegt, bebriitet und am 
4. Tage der Bebrfitung das Blut erst zugetropft, so sehen wir 1 Tag 
sp/~ter gar nichts, 2 Tage sp/~ter Spuren und am 3. Tage erst eine 
ausgesprochene Gallenfarbstoffbildung. Wird der Versueh wiederholt 
mit  dem Unterschied, dab das Blur erst am 8. Tag der Leer- 
bebrfitung - -  also zu einer Zeit, wo sehon sehr ausgepr/~gte Degeneration 
and  Verfettung der ausgeschwemmten Zellen und eine weir fortge- 
schrittene Degeneration und Nekrose des Mutterstfickes zu linden ist 
so k6nnen wir trotz des frfiher stattgefundenen guten Waehstums 4 bis 
5 Tage sp/~ter nicht einmM Spuren vom GMlenfarbstoff nachweisen. 
Wird das Muttersttiek ausgewaschen und in frischem N/~hrboden mit  
h/~molysiertem Blut umgesetzt und auf erfolgreieher Weise weiter- 
geziichtet, so finder naeh der entsprechenden Latenzzeit wieder eine, 
wenn aueh im Vergleich zn den frtiheren sehw/ichere Farbstoffbildung 
start. 

I I .  

Es wurde sehon oft, besonders yon Retzlaff u. a., die Frage er6rtert, 
ob die Gallenfarbstoffwirkung nieht etwa einer Bakterienwirkung zuzu- 
sehreiben w/~re. AuBer an Luftbakterien wurde besonders aueh an 
Pneumokokken gedaeht, wegen der noeh immer nieht geniigend erkl/~rten 
bili/iren Pneumonie. Zwar hat  die Theorie der Bakterienwirkung wenig 
Verloekendes an sieh, doeh k6nnen gewisse t~esultate verzeiehnet werden, 
was bei den grogen Fehlerquellen der in vitro-Versuehen - -  wie wir 
sahen - -  aueh nieht zu bewundern ist (H~rzfeld und Steiger, Soejima, 
Rich, Retzlaff). Ernst und Hallay nahmen die ganze Frage an der I. Medi- 
zinischen Klinik unserer Universit/~t noch einmal auf und untersuchten 
die Wirkung yon 17 pathogenen Bakterienarten auf die Gallenfarbstoff- 
wirkung. Eine solche war aber weder yon Pneumokokken, noch yon 
den anderen Bakterien aufzuzeigen, auch die Wirkung der Luftbakterien 
konnte ausgesehlossen werden. 

Wir selbst machten einige Versuche mit  Toxinen yon Typhusbaeillen. 
Dieselben bezweekten eigentlich nicht etwa den Nachweis der Wirkung 
dieser Noxe direkt auf die Gallenfarbstoffbildung, sondern es sollte eher 
auf die etwaige Gewebssch/idigmlg geachtet werden. 

Wir beniitzten bei diesen Versuchen toxinhMtige, aber bakterien- 
freie Bouillonfiltrate der Typhuskulturen. Es warden Milz-, Iris- und 
Gehirnkulturen der Hfihnerembryonen mit  h/~molysiertem Blut + 
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1 Troplen Typhustoxin angesetzt. - -  1. Milz : Kulturen ohne Toxin zeigten 
gutes Wachstum, Bilirubin stark positiv. Kulturen mit Toxin : sehlechtes 
oder gar kein Wachstum, Bilirubin negativ oder nur in Spuren nach- 
weisbar. - -  2. Gehirn: Knlturen ohne Toxin zeigen gutes Wachstum, 
Bilirubin stark positiv; Kulturen mit  Toxin: keine Ausschwemmung 
der Zellen nachweisbar, Bilirubin negativ. - -  3. Iriskulturen ohne Toxin:.  
gutes Wachstum, Bilirubin stark positiv; Kulturen mit  Toxin : schlechtes 
Wachstum, Bilirubin negativ. Der Zusammenhang zwischen der Vitalit/~t 
der Zellen und ihrer F/~higkeit den Farbstoff  zu bilden ist also auch 
aus diesen Versuchen klar zu ersehen. 

I I I .  

Zuletzt untersuchten wir noch, ob eine vorausgegangene Blockade 
der Milz die Galienfarbstoffbildung beeintrgchtigt (v. Balogh). Auf die 
umfangreiche Literatur  kann hier nieht eingegangen werden. Es wird 
im allgcmeinen angenommen, daB, wenn eine Blockade iiberhaupt m6g- 
lich ist, sich dieselbe nnr auI mehr oder weniger umfangreiche Teile des 
betreffenden Organs erstrecken kann. Wegen der sehr grogen Regene- 
rationsfghigkeit des retieuloendothelialen Systems werden sofort grote  
Mengen yon neuen Zellen gebildet, die sogleich ihre Funktion beginnen 
und praktisch genommen unendliehe Mengen eines einverleibten Materials 
aufnehmen k6nnen. Es ist andererseits fraglieh, ob, wenn aueh Zellen 
mit  einem Material vollgespeichert erscheinen, ihre anderen Funktionen 
(Abwehrfnnktion, Immunk6rper-  und Bilirubinbildung usw.) dadurch 
beeinflugt werden. Rossnthal und Mitarbeitern sahen nach Eisenspeiehe- 
rung noch die Aufnahme yon Tuscheteilchen. Siimegi konnte in seinen 
mit  Well3 vorgenommenen Untersuehungen die phagoeytierende T~tig- 
keit der Reticuloendothelialzellen gegeniiber kernhaltigen roten Blut- 
k6rperehen naeh einer hochgradigen vorausgehenden Behandlung der 
Tiere mit  Eisenzucker nachweisen. Das Versehwinden der kernhaltigen 
roten BlutkSrperchen aus dem Kreislauf erfuhr aber eine Verz6gerung 
yon etwa 12 Stunden. Dasselbe fand zuletzt Margarete Hesse bei 
Anitschlcow. Sie sah in der Leber nach Carmineinspritzung eine maxi- 
mal 48 Stunden lang dauernde, in der Milz nach Kollargol oder 
Tusche eine etwa 24 Stunden lang dauernde vollst~ndige Blockade 
gegen Trypanblau. Nacla dieser Latenzzeit wurde abet infolge der 
lebhaften Regeneration und ,,Selbstreinigung" der Retieuloendothelial- 
zellen die transitorische Blockade durehbroehen und Trypanblau wieder 
aufgenommen. 

Was die Gallenfarbstoffbildung blockierter Tiere betrifft, so seien 
auger den bekannten und ziemlich widerspreehenden Versuchsergeb- 
nissen yon Lepehne, Eppinger, Rosenthal und Mitarbeitern, Bieli~g- 
Isaac, Elelc u. a. nur die yon Ernst und F6rster erwghnt. Sie fanden, 



Weitere Untersuohungen fiber GMlenfarbstoffbildung in Milzgewebskulturen. 39,5 

dab die Milz von kollargol- oder eisengespeicherten Hunden im 4-Stunden- 
Versuch mit h~molysiertem Blur durchstr6mt diese]be Menge yon 
Gallenfarbstoff (0,6-~2,2 rag- % ) erzeugte Ms die Milz yon nicht blockierten 
Kontrolltieren. Sic schlieBen daraus, dab die Blockade die GMlenfarb- 
stoffbildung der I-[undemilz nicht beeinflul]t. 

Zu den eigenen Untersuchungen w/~hlten wir als Versuchsobjekte 
Meerschweinchen, da wir fiber die Gallenfarbstoff- und tt~tmatoidin- 
krystallbildungsf/~higkeit ihrer Milz schon genfigend unterrichtet waren 
(v. Balogh). Die Tiere wurden mit Tusehe 10 Tage lang t/~glich intra- 
peritoneal gespritzt (1 ecru einer 20%igen L6sung). Die Milz war rnakro- 
skopisch tiefschwarz und wurde, wie gewShnlich, mit h/~molysiertem 
Blur explantiert. Die Versuche wurden in 5 Serien mit einer genfigenden 
Menge von nicht blockierten Kontrollen unternommen. Die Ergebnisse 
sind folgende: In drM Serien der bloekierten Milzexplantate (Mle yon 
versohiedenen Tieren) konnte keine Gallenfarbstoffbildung nachgewiesen 
werden, w/s in den zugleieh angesetzten, nicht tuschegespeicherten 
Milzkulturen der Kontrolltiere eine ausgesprochen positive Diazoreaktion 
erziett wurde. In den zwei fibrigen Serien war eine sehwaeh positive 
Diazoreaktion zu verzeichnen, w/s die Milzkulturen der Kontroll- 
tiere auch bier stark positiv waren. 

Ein Tell der Kulturen wurde iixiert und mit ihnen nachher teils eine 
Perls.Reaktion durchgefi~hrt, tei]s wurden Schnittpr/~parate verfertigt. 
in  Mlen Serien der blockierten Milzen war ein gutes Wachstum zu ver- 
Zeichnen. In der Auswanderungszone sind Ze]]en zu sehen, die mit 
Tuschek6rnehen ganz fibergeffillt sind, daneben auch solche, die nur 
einige KSrnchen enthalten oder ganz frei davon sind. Im Mutterstfick 
sind die meisten Zellen roll  yon sehwarzen KSrnehen, die Zellen aber, 
die wcniger KSrnchen oder gar keine enthalten, sind aueh bier in grol3er 
Zahl zu sehen. H/~mosiderin ist in vielen Zellen sowohl der blockierten 
wie atrch der nicht behandelten Milzen zu sehen, tt/imatoidinkrystalle 
sind in s~mt]ichen Kontrol]milzen zu linden, yon den fiinf Serien der 
blockierten Milzen sind sic in dreien nachweisbar, in zwcien nicht. 
Von den letzteren zweien war die Diazoreaktion einmal schwach positiv, 
einmal negativ. Aueh in der Menge der K_rystMle ]~onnte zwischen 
blockierten und unbehandelten Tieren kein Unterschied gefunden 
werden. 

Nach diesen Versuchen sollte also eigentlich auf eine gewisse Be- 
eintr/~chtigung der GMlenfarbstoifbildung der mit Tusche blockierten 
Milzen gefolgert werden, was ja tats/~chlich der Fall ist, was aber mit 
den Angabcn des Schrifttums in Widerspruch steht. Die Tatsaehe ist 
wie folgt zu erld~ren : Es ist klar, daI3 die Lebensf~higkeit und des Waehs- 
turn der Milzfragmente trotz der Tuschespeicherung nicht vermindert 
ist, t rotzdem ist die Diazoreaktion negativ oder hSchstens sehr schwach. 
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Die Ursache kann also wahrscheinlich nur quantitativer Natur  sein, 
und zwar kalm als solche die Verminderung der ga]lenfarbstoffbildenden 
Oberfl~che angenommen werden. Die mit TuschekSrnchen fiberftillten 
Zellen sind unfi~hig Bilirubin zu bilden, der Farbstoff wird nur yon 
den weniger geftillten und von den tuschefreien Zellen erzeugt, die aber 
zu wenig sind, um die gentigende Menge und Konzentration des durch 
Diazotierung wahrnehlnbaren Bilirubins herzustellen. In manehen 
Fs entsteht nur, wie wir sahen, in 5 Tagen diese Menge, wodurch 
eine ganz schwaehe Diazoreaktion festzustellen ist. DaB jedoeh auch 
in den diazonegativen Serien eine Gallenfarbstoffbildung vor sich geht, 
kann ganz genau aus dem Erscheinen der H/imatoidinkrystalle fest- 
gestellt werden 1. ~hnliche Versuchsbedingungen haben wir im Jahre 
1931 mitgeteilt, bei welchen statt  der tiblichen 1/7 Tell der Milz yon 
Hfihnerembryonen nur ein 1/12 Teil davon eingesetzt wurde. Hier konnten 
wit keine Gallenfarbstoffbildung nach dem Ablauf der Latenzzeit fest- 
stellen, jedenfalls deshalb, weft die produzierte Menge des Farbstoffes 
infolge der Kleinheit des Fraganentes den Schwellenwert der van den 
Berghschen Reaktion nicht erreichte. Wurden n/~mlich zwei 1/12 Teile 
( =  1/6 Tell der Milz) in eine Kultur  eingesetzt, so war die Reaktion 
wie gewShnlieh wieder positiv. Es geht aus diesen Untersuchungen in 
entseheidender Weise hervor, dab die Blockade unter entsprechenden 
Umst~nden zu einer Funktionspr/ifung des retieuloendothelialen Systems 
taugen kann. In den explantierten Fragmenten der Milz ist die Gallen- 
farbstoffbildung infolge der Speicherung nicht verhindert, aber deutlieh 
gehemmt. Dieser Unterschied kam in den Versuehen yon Ernst und 
FSrster bei Durehblutung der ganzen kollargolgespeicherten Milz 
nicht zum Vorschein, da die ganze Milz in genfigender GrSBe aktive 
Zellgebiete besitzt und die Unterschiede sich ausgleichen 3. Die Ver- 
sehiedenheit und die Unregelmiil]igkeit der Ausbreitung derselben und 
die zuf~Lllige Quantit/it in dem betreffenden Fragment erkl~rt auch die 
manchmal sehwach positive Diazoreaktion einzelner Kulturen der blok- 
kierten Milzen. Der Zusammenhang zwischen Gallenfarbstoffbi]dung 
und Gewebsvitalit/~t einerseits und Gallenfarbstoffbildung und reticulo- 
endothelialem System andererseits gewinnt durch diese Untersuchungen 
neuartige und beachtenswerte Beleuchtung. 

Es sei noch erwithnt, dab die letzterwghnten Meerschweinchen- 
kulturen, wie aueh die der jetzt  noch zu besehreibenden Experimente 
nicht nut  wie friiher spektroskopisch, sondern auch mi~ ttilfe der mikro- 
skopisehen Fluorescenzeinrichtung (tleichert) auf ihren Gehalt an Por- 
phyrin untersueht wurden, doch war Porphyrin niemals zu linden. 

1 N/~heres darfiber s. bei v. Balogh: Verb. dtsch, path. Ges. 1981. 
2 Die morphologischen Belege ihrer Auifassung , auf histologischen Unter- 

suchungen fuBend, sind im Original nachzulesen. 
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IV. 
Nach AbschluI3 dieser Untersuehungen erschienen im Virchows 

Archly, Bd. 291, die interessanten Arbeiten von Doljanski und Koch 
fiber den ,,Blutfarbstoff und die lebende Zelle". Da sie sieh auf  unsere 
frfiheren Arbeiten berufen und besonders, well ihre Ergebnisse mit den 
unseren einigermal~en in Widerspruqh stehen, soll auf diese noeh kurz 
eingegangen werden. 

Den ersten Teil ihrer Untersuchungen, in welchem sie eine Met- 
h/~moglobinbildung in bebriiteten Carrel-Flaschen-Explantaten yon Fibro- 
blasten und Milz fanden, kSnnen wir vollkommen best~tigen; aueh wir 
sahen die Meth/~moglobinbildung und deren eharakteristisches spektro- 
skopisches Verhalten in unseren H/~ngetropfenkolonien, nur wurden 
diese Untersnehungen nicht verSffentlicht. In den Kontrolltropfen, 
die nut  die Ingredientien enthalten, kann bis zum 5. Tage nur das 
Oxyhamoglobinspektrum naehgewiesen werden. Eine beginnende Ab- 
sorption zwisahen 2 630--650 konnten wir nur sehr selten beobaehten. 

Im zweiten Tell ihrer Untersuchungen kommen Doljanski und Koch 
zu dem merkwiirdigen Ergebnis, daB die mit 16t/~gigen Hiihnerembryonen- 
Milzfragmenten angesetzten und gut proliferierenden Carrel-Kulturen, 
die 3--6 Tage und auch 1/~nger bebriitet wurden, zu keiner Gallenfarb- 
stoffbildung fghig sind, sondern einen ne~artigen Farbstoff, das ,,Xantho- 
rubin", bilden. Sie linden dagegen in den Xontrollflasehen, welehe nur 
Hfihnerplasma, Extrakt  und h/s Blur enthalten, eine positive 
Diazoreaktion, also Bilirubin. Da diese Versuehe in grunds/itzliehem 
Widerspruch mit unseren frfiheren und den jetzt beschriebenen stehen, 
wurde yon uns die Frage noch einmal aufgerollt und Dolj~nskis und 
Kochs Versuehe teils naehgepriift, teils dureh neue erg/~nzt. 

Es muB zu allererst ausdrfieklich betont werden, dab bei ausschlag- 
gebenden Nachuntersuehungen unserer VerSffentliehungen vollkommen 
dieselben Versuehsbedingungen und Kantelen strengstens eingehalten 
werden miiBten, die wir genan angegeben haben (v. Balogh). Das 
vermissen wir jedooh bei Doljanski und Koch, da sie 16t~tgige Hiihner- 
embryonen benfitzten, weiterhin an Stelle unserer Deckgl/ischenkulturen 
Carrel-Kulturen anlegten und das h/~rnolysierte Blur erst nach 2--3 Tagen 
dazugaben. Wir haben aber mit 18--20t/~gigen Embryonen, H~nge- 
tropfenkulturen und mit sogleich beim Einsetzen dazugetr/iufeltem 
Blut gearbeitet. Die Diazoreaktion ffihrten sie im Zentrifugat des 
alkoholischen Extraktes durch, trotzdem wir zeigten, dab damit viel 
Bilirubin mitgerissen wird, was ein negatives Resultat vort/~uschen 
kann. Trotzdem wiederholten wir sow0hl ihre wie aueh unsere Versuehs- 
anordnung und arbeiteten nun mit 16t/igigen , abet auch mit 19t/~gigen 
Embryonen, anBerdem gaben wir das hamolysierte Blur zu den Explan- 
taten nach 2 Tagen, bzw. sofort und benfitzten Carrel-Flaschen, aber 
auch H/ingetropfenkulturen. 
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Ergebnisse. 

2 

3 

4 

16tf~gige 16t~tgige 18t~gige I 18t~gige 
Methode Embryonen ,  Embryonen, Embryonen, I Embryonen, 

Carrel-Flasche H~ngetropfen ;arrel-Fl~schc I H~ngetropfcn 

Doljanslci u. Koch 
Eigene 

DoI]anski u. Koch 
Eigene 

Doljans]~i u. Koch 
Eigene 

Dol]anski u. Koch 
Eigene 

negativ 

schwach positiv 
negativ 

sehwach positiv 
negativ 

schwaeh positiv 

negativ 

negativ 

negativ 

schwach 
positiv 

negativ 
stark positiv 

negativ 

stark positiv 

stark positiv 

stark positiv 

stark positiv 

stark positiv 

Es zeigt sich also, dag die Milzen der 16tggigen Embryonen nach 
der Methode yon Doljanski und Koch und auch nach der eigenen unter- 
sucht, im allgemeinen ihren Ergebnissen entsprechend sieh negativ 
verhalten, es kann aber doch hier und d~ eine sehr sehwache Diazoreaktion 
gefunden werden, w/ihrend die der 18t~tgigen Hfilmerembryonen mit der 
eigenen Methode immer stark positiv gallenfarbstoffbildend sind. In 
den Carrel-Flaschen kann mit der eigenen Methode in drei Serien, einmat 
sogar aueh nach Zentrifugieren, die Diazoreaktion naehgewiesen werden. 
Dieser auffallende Unterschied zwischen 16- und 18tggigen Embryonen, 
kann nieht mit Bestimmtheit erkli~rt werden. Die Leber und die Gallen- 
blase des 16t~gigen Embryos sind schon bilirubinha]tig. Wird der Chloro- 
tormauszug des Leberbreies verdunstet und in Alkohol gufgenommen, 
so ergibt sieh eine positive Diazore~ktion. Es mud aber ~uf die groBe 
Ver~nderung und Umschwung des ganzen Stoffwechsels betreffend 
speziell Atmung und KreislauI, die der Hiihnerembryo gerade am 18. Tage 
der Bebriitung erf/~hrt, aufmerksam gemaeht werden. ,,Am 3. Tage 
der Bebriitung ist schon das Herz mit den grogen endoembryonalen 
Gefs sichtbar, welche mit den Gef/~gen der Area vasculosa in 
Zusammenhang treten, fiillen sich daher mit Blur und die Zirknlation 
beginnt. Diese ,circulatio vitellina' wird sparer vom Allantoiskreislauf 
verdr~ngt. Die A]lantois vereint sieh aber bald mit dem amniogenen 
Chorion, ihre Fliissigkeit wird immer weniger, die Gefgge werden immer 
enter, viele thrombosieren much, der Kreislauf h6rt auf, der Embryo 
durchbricht mit seinem Schnabel die Itfillen und am 18. Tctge der Be- 
briitung beginnt die Lungenatmung. Das Ausschlfipfen erfolgt am 
21. Ta.gel. '' Diesem Umschwung am 18. Tage muff sich die 2/lilz auch 
anpassen und erst zu dieser Zeit scl~eint ihre Entwicl~lung soweit fort- 
geschritten zu sei~, daft sic d~r Bilirubi~bildung in nachweisbaren Meugen 
fghig ist. 

Mit der 18t~gigen Milz konnte in den H~ngetropfenkulturen immer 
eine positive Reaktion erzielt werden, w~hrend in dan Carrel-Flasehen 
Kulturen die Unterschiede zwisehen den beiden ~ethoden augenf~llig 

1 Si~megi: Kupferh~ushalt des ttfihnerembryos. Fr~nkf. Z. Path. 43. 
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sin& Hier kann nur an die mitgerissenen Mengen des Bilirubins im 
Eiwdgkoagulum gedacht werden, worauf wir schon in un.serer ersten 
Mit tdlung hinwiesen. Es muB aber auoh der Umstand beachtet werden, 
dab das an dem 2.--3. Tag zugetr6pfelte Blut nur mit  den ausgeschwemm- 
ten Zellen in inniger Beriihrung tritt ,  wghrend die Mutterstfioke, in denen 
sohon regressive Vergnderungen au{treten, in der ~esten Phase dnge- 
soklossen nur oberflgehlich oder gar nicht genfigend mit  den hgmolysierten 
Blutk6rperchen in Verbindung kommen k6nnen. DaB die in Explantaten 
ausgewanderten Zdlen im allgemMnen der Bilirubinbildung kaum fghig 
sind, wurde schon ebenfalls in unserer ersten MittMlung gezMgt. Dag die 
Methodik yon Doljansl~i und Koch den Forderungen nicht gewaehsen 
ist, zMgt ~brigens ihr Ergebnis mit  der 16tggigen Embryonenleber, 
welohe naoh ikrer Methode kmn Bilirubin bildet, obwohl, wie wir 
oben besohrieben haben, aus dersdben sohon in vitro Bitirubin zu 
extrahieren ist, es muB also auch das eingesetzte Stfickchen schon 
GMlenfarbstoff entbalten. 

Was zuletzt die Behauptungen der GMlenfarbstoffbildung in ,den 
Kontrollkulturen ohne Gewebsstiicke anbdangt ,  so k6nnen wir ihnen 
auch in diesem Punkt  nicht beistimmen. Wir prfiiten in ffinf Serien ihre 
Ergebnisse naeh, fanden aber niemMs elne positive Diazoreaktion in 
den Carrelschen Flaschen ohne Gewebsfragmente. Eines s t immt mit  
ihren Untersuchungen fiberein, dag, wenn dem Alkoholauszug Diazo- 
reagens zugetropft wird, schl~gt dieser sofort in den sehwaeh roten 
Farbenton des Azobilirubins um and tguscht so im Vergleieh mit den 
gelblichen VergleiehsrShrchen die positive Diazoreaktion vor. Das 
wurde yon uns schon frfiher aueh gefunden. Wird aber naeh unserer 
Vorsehrift dem VergleiehsrShrehen Diazo I (also n u r d e r  salzsa,ure 
Sulphanylkomplex) zugeffigt in derselben Menge Ms dem anderen 
R6hrchen der fertige Diazoreagens, so erhgl t  man sofort denselben 
Farbenton und zwisehen den beiden t~Shrehen ist~ keine Farbendifferenz 
feststellbar. Ffigt man nun ttC1 beiden RShrehen zu, so entsteht langsam 
im Kontro]lrShrchen die brgunlichgelbe Farbe des HCl-I-Igmatins; der 
InhMt des DiazorShrehens bleibt dagegen unvergndert. Die t~eaktion 
mul~ also als negativ bezeiehnet werden. Es entsteht wohl die griin- 
lichgelbe Farbe, wenn wir Lauge (20%) zu den Diazor6hrehen ffigen 
- -  wie wir das sehon in den Mlerersten Untersuchungen sahen - - ,  
das muB aber in ganz anderem Sinne gedeutet werden und h~ngt mit  
Doljanskis und Kochs dritter Mitteilung zusammen, in welcher sie fiber 
einen Farbstoff, das Xanfhorubin, beriehten, der sieh in den Carrel- 
Flaschen mit versehiedenen Organen der 16tggigen Embryonen nach 
6- -8  Tagen bilden soll, in den Kontrol]flaschen aber nieht naehzu- 
weisen sei. Die Bildung des Xanthorubins hgngt also - -  ihrer Meinung 
nach - -  mit  der Funktion lebender Zellen zusammen. Als Reaktionen 
dieses Farbstoffes ffihren sie unter anderem folgende an: 1. den gelben 
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Farbenton des Chloroformauszuges, 2. die negative Diazoreaktion und 
den Umschlag derselben nach Alka]isierung in eine ,,satt-goldgelbe 
Farbe"  und 3. die rote Farbe des ~therextraktes  nach Salzs/~urebehandlung 
des Ausgangsmateria]s und das Ubergehen dieser Farbe in eine Soda- 
16sung nach Ausschfitteln. 

Es wiirde den Rahmen dieser Auseinandersetzungen iiberschreiten, 
wenn wir uns noch ausffihrlich mit  diesen Erscheinungen befassen w/irden. 
Hier sell nur noch folgendes angeffihrt werden: 

ad 2. Einer yon uns {Siimegi) arbeitete eine Methode aus, um den 
Gallenfarbstoff in Gefrierschnitten nachweisen zu kSnnen. Die l~esultate 
sind yon Ldng 1 ver6ffentlieht worden. Es stellte sich heraus, dab die 
Empfindlichkeit der geakt ion  eine derartige ist, da6 der rosa Farben- 
ton des Azobilirubins und dessen Umsehlag ins Blaue naeh Salzs~ure- 
behandlung nut  bei ausgesprochenem Ikterus (auch dynamischer Ikterus 
nach Alkoholbehandlung) zustande kommt.  Der Umsehlag ins Gelb- 
lichgrfine naeh NaOH kann dagegen auch bei dem s, ormalen Bilirubin- 
gehalt der mensehlichen Organe immer beobaehtet werden. Wit  ~ugerten 
dabei die Meinung, dag das alkalische Azobilirubin ftir das Auge viel 
leiehter zu beobaehten ist als die Farbe des einfachen (neutralen) Azo- 
bilirubins. Wir gewannen noeh mehr den Eindruek, als wir die Flfissigkeit 
yon 5 Tage lang bebrfiteten Milzknlturen untersuehten, denen aber 
h/~molysiertes Blut nieht zugesetzt wurde. Hier war die Diazoreaktion 
negativ, naeh Alkalisierung t ra t  aber immer ein leieht griintieh gelblieher 
Farbumschlag ein. Dasselbe ist zu beobachten an solehen Kulturen, 
die zwar mit  Blur bebriitet waren, abet eine negative Diazoreaktion 
aufwiesen, so z. B. bei den 16t/~gigen Htihnerembryonen. Die Konzen- 
trat ion und die Bildung des Bilirubins ist also in den Kulturen ein der- 
artiger Prozeg, bei dem zuerst das alkalisehe Azobilirubin und erst 
spgter der neutrale Farbstoff wahrnehmbar wird. 

Untersuchen wir einfaehes ffisches Hfihnerplasma, das an und fiir 
sich eitronengelb ist, so sehen wir, dag naeh Zusatz yon Aeeton die 
Farbe der fiberstehenden Fliissigkeit noch immer gelblieh ist. Die Diazo- 
reaktion ist negativ, auf HC1 keine Ver~nderung, auf NaOI-I ein deutlicher 
Umsehlag ins Goldgelbe. Hier allein ist kein griinlicher Farbenton zu 
beobachten. Dasselbe ist zu sehen, wenn wir die Reaktion mit  hgmoly- 
siertem Hiihnerblut entweder ffiseh oder auch 5 Tage lang im Thermo- 
staten bebrtitet anstellen. Doeh ist hier der Farbumsehlag griinlichgelb. 
Dasselbe ist zu beobaehten, wenn alle Ingredientien in Carrel-Flasehen 
oder in Hgngetropfen bebrfitet werden, und dasselbe, wenn sie frisch 
zusammengemiseht sind. Bezeiehnen wit diese Reaktionen mit  ,,-~", 
so sind diese Knlturen, die Gewebsfragmente enthalten - -  aueh wenn 
die Diazoreaktion noeh n e g a t i v i s t  - -  mit  ,,-}-4:--r-" zu bezeiehnen. 

1 Ldng: Verb. ung. path. Ges. 1, (1932). 
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ad 3. Zur K1/~rung dieser interessanten Reaktion fiihrten wir folgende 
Untersuchungen aus : 

a) Normales ~enschenblut  mit wenigNaF1. Bilirubingehalt 0,68rag- %. 
Nach Zufiigen yon etwas konzentrierter HC1 entsteht ein dicker Nieder- 
schlag. Ausschiitteln mit Ather: binnen etwa 15 Min. ist die iiber- 
stehende Fliissigkeit dcutlich blaBrosa. Dekantieren wir ein wenig 
davon und fiigen anstat t  SodalSsung 20% NaOH dazu, so entfgrbt 
sieh die Fliissigkeit und es entsteht an der Grenze yon Ather-NaOH 
ein deutlieher griiner Ring. Wird ein anderer Teil des rosafarbigen 
Atherextraktes mit Alkohol behandelt und fiigen wir dann etwa 1/10 Teil 
Diazoreagens hinzu und alkalisieren es nachher, so sehen wir naeh der 
Diazotierung keine Xnd6rung der Farbe, der griine Ring wird aber 
viel breiter und intensiver. 

b) Fluoridblut yon einem :Fall mit Cholecystitis. Fieberfrci. Serum- 
Bilirubingehalt 1,68 mR-%. Direkte Diazoreaktion prompt positiv. Naeh 
Ausschiitteln des salzsauren Niederschlages wurde der Ather schon naeh 
einigen Minuten schSn rosafarbig. Die iibrigen Reaktionen verlaufen alle 
wie bei a) geschildert, nur ist der griine Ring viel intensiver und breiter. 

c) Urin yon demselben Patienten. Eiweig in Spuren, Bilirubin positiv, 
er enthglt augerdem sehr viel Urobilinogen und auch Urobilin. Schiitteln 
wir den HC1-Niederschlag mit Ather aus, so wird letzterer r6tlichgelb; 
die Farbe gndert sich naeh einer halben Stunde nieht, dieselbe Farbc kann 
in NaOtt  iibersehiittelt werden; der griine Ring ist nicht siehtbar. Wird 
der Urin zuerst mit Chloroform extrahiert, so wird er eitronengelb. Fiigen 
wir nun znm Chloroformextrakt HCI zu und schiitteln jetzt den neuen 
Niederschlag mit ~.ther aus, so wird dieser in einigen Minuten seh6n 
rosafarbig, auf NaOH ist ein seh6ncr, diknner, griiner Ring siehtbar. 

d) Frisches diazonegatives tttihnerblut, dutch etwas destilliertes 
Wasser hgmolysiert, zeigt im ~thcr  eine kaum wahrnehmbare rosa Farbe 
naeh etwa 30 Min. Wird Alkohol, dann Diazoreagens und dann NaOH 
zugefiigt, so wird der griine Ring seh6n siohtbar, wenn auch viel 
sohwgcher als im Mensohenblut. 

e) !Thannhausersehe Standardbilirubinl6sung (5 mg-%) in Chloroform. 
Verdunsten in einer Eprouvettc  im Wasserbad. Der Rest wird in kon- 
zentrierte I-ICI aufgenommen, welohe sich gelb f/trbt. Sohiitteln wir jetzt 
dies mit Ather aus, so wird im Gegensatz zu den K6rpersgften die 
Salzsgure sehwaoh rot, de r~ the r  dagegen ,,eholcsteringriin". (Die Farbe 
veto Cholesterin -t- Sehwefelsgure q- Essigs/tureanhydrid.) An der Grenze 
von Salzsgure-:4ther ist ein sch6ner rosalila Ring siehtbar. Auf NaOH 
tr i t t  eine Entfgrbung ein nnd der Ring wird kaum wahrnehmbar griin- 
lieh. Wird der ganze Komplex zuerst mit Alkohol behandelt und auch 
Diazoreagens zugefiigt, so erreieht der griine Ring ungefghr die Inten- 
sitgt des Hiihnerblutringes. 
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V, 

Kurz zusammenfassend sehen wir also, dag die Gallenfarbstoffbildung 
im 16t~igigen Hfihnerembryo zwar schon im vollen Gange ist, da die 
Gallenblase sehon mit dunkelgrfiner Galle gefiillt erscheint, und die 
Leber und aueh andere Organe eine positive Diazoreaktion geben, doeh 
kann zu dieser Zeit die Milz unter den Verhgltnissen in der Gewebskultur 
noeh nicht eine genfigende Menge Bilirubin bilden. Die Verhi~Itnisse 
entwickeln sieh derart, dab in diesen Kulturen zuerst nur naeh Alkali- 
sierung des I)iazorShrchens die goldgelbe Farbe des ebenso behandelten 
frischen Hfihnerplasmas zutage trit t ,  dann folgt die Beimischung eines 
grfinliehen Farbentons und nur erst am 18. Tage der Bebriitung wird 
auch die Diazoreaktion meistens positiv. Dabei miissen aber die quanti- 
tativen Verhi~ltnisse der Ingredientien, besonders die Menge des sofort 
zuzutrgufelnden hgmolysierten Blutes eingehalten werden 1 da die 
Anwesenheit yon grSl~eren Mengen nicht abgebauten Itgmoglobins auf 
die Beurteilung der lgeaktion st6rend einwirken kann. Aueh darf keine 
Zentrifugierung vorgenommen werden. 

Die genaue Beurteilung unserer in Gewebskulturen ausfiihrbaren 
Mikroreaktion beansprucht keine besondere Begabung, jedoch gewisse 
~bung und einen gutenindividuellen Farbensinn. Einer vonuns (v.Balogh) 
eharakterisierte sie an der vorjghrigen Tagung der Pariser Anatomisehen 
Gesallsch~ft mit diesen Worten: ,,Cette m6thode mikro-chimique de 
Si~megi ne s'offre malheureusement pas ~ la pratique courante, parce 
que le jugement des nuances extrgmement dglicates demande une routine 
considerable, et avant tout  un sens visuel individuel de premier ordre." 

Die Frage des Xanthorubins und fiberhaupt jene der Zwischenstufen 
yon Hs und der weitcrc Abbau des letzteren ist 
unserer Mcinung nach noch lange nicht gelSst. Wir wollten nur zeigen, 
dag gewisse Zusammenh~nge mit den besehriebenen Farbenreaktionen 
doch gefunden werden kSnnen, wenn wir uns auch vorl~ufig mit der 
Kenntnisnahme der Tatsachen begnfigen mfissen. Die Reaktionen 
k6nncn - -  wie wit sahen - -  aueh im frischen Material ausgeffihrt werden 
und es mfissen wcitere Versuche entseheiden, ob da nieht aueh andere 
Farbstoffe oder Produkte (Urobilin, Urobilinogen usw.) mit im Spiele 
sind, da reincs Bilirubin dieselben Reaktionen ziemlleh sehwaeh gibt. Mag 
aber aueh Bilirubin in den allein bebriiteten Ingredientien (Plasma d- 
Extrakt  -b Blur) entstehen - -  was ja prinzipiell nieht geleugnet werden 
kann und da r f - - so  mfissen wir doeh auI Grund der obigen Untersuchungen 
fiber Ferment-, Bakterien- bzw. Toxin- und Cyanwirkung, auBerdem auf 
Grund der Konzentrationsver/inderungen des PH des Milieus und der 
Bloekadeversuehe darauf bestehen, dab der Gallenfarbstoff extrahepa- 
tiseh entstehen kann und dab in seiner Bildung den Zellen und deren 

1 Siehe v. Balogh: 26. Tagg dtsch, path. Ges. 1981. 
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Vitalit&t eine hochwichtige Rolle beigemessen werden muB. Die Ver- 
Mltnisse scheinen uns dieselben zu sein, wie sie gerade von Doljanslci 
und t~oulet betreffend der argyrophilen Substanz 1 experimentell in 
einleuchtender Weise geschildert wurden. Die Blockade mag die Gallen- 
farbstoffbildung zwar hemmen, aber wegen ihrer Unvollst~ndigkeit 
nieht ganz aufheben (negative Diazoreaktion, aber positiver Befund 
yon I-I~matoidinkrystallen). Auf Grund der letzteren Ergebnisse scheint 
uns auch der Satz gereehtfertigt, dag nicht den Zellen im allgemeinen, 
sondern den Zellen des retiauloendothelialen Systems die hSchste Be- 
deutung zugeschrieben werden mug. 

Zusammenfassung. 
1. In steril aufbewahrten Blutproben yon Menschen und Versuchs- 

tieren mit oder ohne CerebrospinMfliissigkeit kann auch nach 1 Woche 
weder eine Vermehrung, noch die Bildung yon GMlenfarbstoff und auch 
nicht das Erscheinen yon H~tmatoidinkrystMlen festgestellt werden. 

2. KMiumcyanid beeintr~chtigt die GMlenfarbstoffbildung in Milz- 
kulturen nur insofern, Ms es auch manchmal das Wachstum derselben 
verhindert. 

3. Die Veritnderung der H-Ionenkonzentration der Gewebskulturen 
verhindert die Gallenfarbstoffbildung nur dann, wenn nach der sauren 
oder auch nach der alkalischen Seite zu das Wachstum der Zellen eben- 
falls gehemmt ist. 

4. Dieselben Ergebnisse sind mit Typhustoxin zu erzielen. 
5. Die vorausgegangene Tuscheblockade verhinde'rt das Waehstum 

der Explantate yon Meerschweinchenmilz nicht, die Bilirubinbildung wird 
aber wegen der Verminderung der Zahl der farbstofferzeugenden Zellen 
gehemmt, t{&matoidinkrystalle k6nnen meistens auch in diesen Fiillen 
gefunden werden. 

6. Zur Gallenfarbstoffbildung in Gewebskulturen ist die Milz des 
Hiihnerembryos erst nach dem Aufh6ren des Allantoiskreislaufes und 
nach Beginn der Lungenatmung f~hig. Trotz der in der Leber schon 
vorhandenen GMlenfarbstoffbildung in vivo gelingt das Experiment 
friiher nur sehr selten. 

7. Mit den bebriiteten, wie auch mit den frisehen Ingredientien ange- 
stellte Diazoreaktion fitllt negativ aus. Die seheinbar positiven Resultate 
k6nnen mit einer naehtr~glichen S/iuerung bzw. Alkalisierung richtig- 
gestellt werden und sind im Sinne der wahrseheinlichen st~ndigen 
Anwesenheit einer solehen 1Yfenge von Bilirubin zu deuten, welehe den 
Schwellenwert einer positiven van den Berghschen Reaktion nicht er- 
reicht. Es k6nnen noeh Farbenreaktionen des verwendeten Ausgangs- 
materials (Plasma bzw. h~molysiertes Blut) und aueh yon anderen 

1 Dol]auski u. Roulet: Virchows Arch. 291. 
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