(Aus dem II. Pathologisch-anatomischen Institut der kgl. ungar. Pazméany Péter-
Universitat in Budapest [Direktor: Dr. Ernst v. Balogh, o. 6. Prof.].)

Weitere Untersuchungen iiber Gallenfarbstoffbildung
in Milzgewebskulturen.

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

( Eingegangen am 11. Juli 1934.)

Am 2. internationalen KongreB fiir Zeilforschung in Amsterdam, 1930,
teilten wir (S#émegi und Csaba) Untersuchungen mit, in denen eine
Bildung von Gallenfarbstoff in Gewebskulturen der Milz von 18- bis
19tagigen - Hithnerembryonen und von erwachsenen Froschen mit der
Hilfe einer Modifikation des van den Berghschen 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 Anrvegung von Herrn Prof. v. Balogh
auch auf andere Organe erweitert, die Ergebnisse dieser Untersuchungen
wurden von ihm an der 26. Tagung der Deutschen Pathologischen Gegell-
schaft in Miinchen, 1931, mitgeteilt. Laut diesen konnte eine Gallen-
farbstoffbildung auler der Milz auch in Gehirn und Riickenmarks-
fragmenten mit oder ohne Meningen, Herzbeutel, Iris und Lungen der
wenigstens 18—20tégigen Hilhnerembryonen nachgewiesen werden.
Kulturen von Meerschweinchenorganen ergaben ebenfalls ein positives
Resultat bei Milz, Gehirn, Iris, Nebennierenmark und- Knochenmark.
Die Kulturen ohne Héamoglobinangebot, auBlerdem die leeren Tropfen
der bebriiteten Ingredientien ergaben auBer einzelnen Kulturen von
blutreichen Milzstiickchen negatives Resultat.

Die Versuche schienen uns nach den bekannten Untersuchungen
von Mann und Mageth iiber Bilirubinbildung an leberlosen Tieren und
von Ernst und Szappanyos iber Bilirubinbildung in der 3—4 Stunden
lang iiberlebenden und durchstrémten Hundemilz den endgiiltigen
Beweis zur extrahepatischen Gallenfarbstoffbildung durch die Zellen
des reticuloendothelialen Systems zu liefern.

Im folgenden soll iiber Untersuchungen kurz berichtet werden,
welche hauptsichlich wegen verschiedener Einwinde gegen diese Auf-
fassung, teils auch wegen widersprechender Nachprifungen gemacht
worden sind.

L

Es wird schon lange von manchen Autoren behauptet, dafl die Gallen-

farbstoffbildung ein fermentativer Prozel3 sei. dschoff, Leschie, Makino,
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Rich u. a. nehmen im allgemeinen ein extracellulires Ferment an, mittels
dessen das Hamoglobin in Bilirubin umgewandelt werden soll. Reck-
linghausen fand im steril aufbewahrten Blute, ». Czike im Menschen-
serum, unter denselben Kautelen, nach einigen Tagen eine Vermehrung
des Gallenfarbstoffes und schlieBen daraus auf das Vorhandensein eines
Fermentes im Blute. Dies scheint auch durch die interessanten Liquor-
untersuchungen von Leschke bestdtigt zu werden; er injizierte rote
Blutkérperchen in den Duralsack seiner Patienten, erlangte nach 2 bis
3 Tagen eine Xanthochromie und glaubte in dem xanthochromen und
vermutlich Ferment enthaltenden Liquor nach Beimischung von frischem
Blute in einigen Tagen die Vermehrung des Gallenfarbstoffes nachweisen
zu koénnen. Leider fehlen jegliche Angaben sowohl iiber die Methodik
der quantitativen Bestimmung als auch tiber die Menge des produ-
zierten Farbstoffes. Die positiven Befunde der bebriiteten Blutproben
konnten von Leupold, Hueck, Rich, Makino, Soejima, Ernsé nicht be-
statigt werden. Wir selbst versuchten hdmolysiertes Blut, Citratblut
und gewaschene rote Blutkérperchen in Ringerlésung aufgeschwemmt
in sterilen Epruvetten 8 Tage lang teils zur Kontrolle im KEisschrank,
teils im Thermostat bei 37° aufzubewahren. Die Blutproben stammten
von Menschen, Hithnern, Meerschweinchen, Kaninchen, Katzen und
Hunden. Hiihner, Meerschweinchen, Hunde und Katzen zeigten in
ihren Blutproben eine mnegative Diazoreaktion, in den {ibrigen wurde
der Gallenfarbstoffgehalt quantitativ bestimmt. Zu einem Teil der
Proben wurde auch arteigener Liquor beigemischt. Bei diesen neulich
wiederholten Untersuchungen war in keinem der diazonegativen Proben
ein positiver Umschlag derselben festzustellen, die ibrigen zeigten nur
minimale Schwankungen des Gallenfarbstoffgehaltes. Im Bodensatz der
mit Liquor aufbewahrten Proben waren Hiamatoidinkrystalle nicht
nachweisbar. Das Spektrum des Oxyhidmoglobins blieb unverindert,
Methdmoglobinbildung konnte nicht erzielt werden. Die Frage wurde
zuletzt ausfithrlich von Zrnst und Hallay behandelt. Thre Untersuchungen
mit Hundeblut decken sich mit den unseren. Sie erkliren die in etwa
15% der Fille nachweisbare Erhéhung von oder tiber 10% des Bilirubin-
gehaltes der Proben mit einer Erniedrigung des Plasmavolumens um
3—16%, was der Erhéhung der Konzentration des Bilirubins entspricht.
Sie konnten weder in h&morrhagischen Exsudaten ein Ferment nach-
weisen, noch konnten sie ein solches in der Milz bzw. Milzextrakten finden
(s. auch Rich und Bumstead).

Wir versuchten die etwaige fermentative Wirkung in unseren Milz-
kulturen, wie das schon an der Miinchener Tagung von Herrn Prof.
v. Balogh kurz erwihnt wurde, durch ein ,,Fermentgift” aufzuheben.
Dazu verwendeten wir eine 1/1000 Mol-Lésung von KCN. 1 Tropfen
dieser Losung verhinderte die Gallenfarbstoffbildung in den Kulturen
nicht. Diese Versuche wurden seit der Zeit erginzt und es stellte sich
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folgendes heraus: Wenn die Milzkulturen des 18tagigen Hiihnerembryos
sowohl in den Kontrollen als auch mit 1 Tropfen (0,05 ccm) KCN-
Losung ein gutes Wachstum zeigten, so konnte die positive Diazoreaktion
immer nachgewiesen werden. Wurde aber durch KON das Wachstum
des Milzfragmentes verhindert, so konnte zwar in den gut gedeihenden
Kulturen derselben Milz ohne KCN eine Gallenfarbstoffbildung nach-
gewiesen werden, doch blieb dieselbe in den nicht auswachsenden Cyan-
kulturen aus. Um unsere KCN-Lésung als Fermentgift bezeichnen zu
kénnen, vermengten wir 1 cem derselben mit 0,3% NaCl abgestuften
Mengen einer Speichellosung (1 :2, 1 :4, 1 : 8 usw.); zu den Réhrchen
kam noch auBerdem der Wohlgemuthschen Versuchsanordnung ent-
sprechend je 5 com einer 1%igen Stérkelosung. Der Kontrollversuch
wurde ebenso, nur ohne KCN, ausgefithrt. Nach 20 Min. Aufbewahrung
bei 37° konnten im Kontrollversuch 160, im Cyanversuch nur 40 Diastase-
einheiten nachgewiesen werden. Hiermit ist die Herabsetzung der Ferment-
tatigkeit durch die Cyanldsung nachgewiesen und die obigen Versuche
sprechen firr den Zusammenhang der vitalen Funktion der Zellen mit
der Gallenfarbstoffbildung.

Die H-Jonen iiben, wie bekannt, einen sehr ausgesprochenen Einflufl
auf die Fermentwirkung aus. Das Wirkungsoptimum der Diastase liegt
z. B. ungefihr bei py 6,8, das des Pepsins bei py 1,7 usw. Hierbei
kann die Wirkung der H-Ionen sowohl auf die elektrolytische Disso-
ziation wie auch auf den kolloidalen Zustand der Fermente entfaltet
werden (Michaelis). Wir untersuchten den Einflul der H-Tonen auf
die Bilirubinbildung in 8 Versuchsreihen. Explantiert wurden Milz
und Gehirn des Hithnerembryos und von Meerschweinchen. Die Kulturen
wurden mittels Bakterienfilter sterilisierten Phosphatpuffermischungen
von py 5,5 mit py; 0,02 steigend bis py 7,80 angesetzt. In den Hiihner-
versuchen ergab sich sowohl fiir Milz als auch fiir Gehirn ein Bildungs-
optimum des Farbstoffes von py 6,66—7,38. In dieser Breite ist
das Wachstum nicht beeintrachtigt, die Diazoreaktion ist gleich so
stark wie in den Kontrollen ohne Phosphatzusatz. Die Gallenfarbstoff-
bildung hért sowohl nach der saueren als auch nach der alkalischen Seite
zu auf, zugleich wird aber das Wachstum und das Auswandern in den
Explantaten stark beeinfluBt, meist ganz verhindert. In den Meer-
schweinchenversuchen zeigte sich folgendes: Gehirn: In den Kulturen
von py 5,6—6,8 ist die Diazoreaktion negativ. Von py 7,074 ist
die Reaktion stark positiv, von py 7,6—7.8 wieder negativ. Das Wachs-
tum der Kulturen geht mit diesen. Resultaten ganz parallel. Milz: Die
Kulturen wuchsen von py 5,8—7,8 sehr gut; die van den Berghsche
Reaktion war in simtlichen stark positiv. Hématoidinkrystalle waren
auch in allen Kulturen zu finden. Das empfindlichere Gehirn wéchst
also nur in einer bestimmten p,-Breite, die lebensféhigere Milz dagegen
trotzt dem Unbehagen des Milieus und zeigt ein.ausgezeichnetes Wachstum
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in allen Explantaten. Da die Gallenfarbstoffbildung iiberall mit dem
Wachstum parallel geht, konnen diese Versuche ebenfalls im Sinne
eines Zusammenhanges zwischen Vitalitét der Zellen und ihrer bilirubin-
bildende Fihigkeit gedeutet werden.

Im selben Sinne ist folgender Versuch aufzufassen: Wird die 18tégige
‘Hithnermilzkultur ohne himolysiertes Blut angelegt, bebriitet und am
4. Tage der Bebriitung das Blut erst zugetropft, so sehen wir 1 Tag
spiater gar nichts, 2 Tage spiter Spuren und am 3. Tage erst eine
ausgesprochene Gallenfarbstoffbildung. Wird der Versuch wiederholt
mit dem Unterschied, dall das Blut erst am 8. Tag der Leer-
bebritung — also zu einer Zeit, wo schon sehr ausgeprigte Degeneration
und Verfettung der ausgeschwemmten Zellen und eine weit fortge-
schrittene Degeneration und Nekrose des Mutterstiickes zu finden ist —
8o konnen wir trotz des frither stattgefundenen guten Wachstums 4 bis
5 Tage spéiter nicht einmal Spuren vom Gallenfarbstoff nachweisen.
Wird das Mutterstiick ausgewaschen und in frischem Nihrboden mit
hamolysiertem Blut umgesetzt und auf erfolgreicher Weise weiter-
geziichtet, so findet nach der entsprechenden Latenzzeit wieder eine,
wenn auch im Vergleich zu den fritheren schwichere Farbstoifbildung
statt.

II.

Es wurde schon oft, besonders von Relzlaff u. a., die Frage erortert,
ob die Gallenfarbstoffwirkung nicht etwa einer Bakterienwirkung zuzu-
schreiben wire. AuBler an Luftbakterien wurde besonders auch an
Pneumokokken gedacht, wegen der noch immer nicht geniigend erklirten
bilifren Pneumonie. Zwar hat die Theorie der Bakterienwirkung wenig
Verlockendes an sich, doch kénnen gewisse Resultate verzeichnet werden,
was bei den groflen Fehlerquellen der in vitro-Versuchen — wie wir
sahen — auch nicht zu bewundern ist (Herzfeld und Steiger, Soejima,
Rich, Retzlaff). Ernst und Halloy nahmen die ganze Frage an der 1. Medi-
zinischen Klinik unserer Universitdt noch einmal auf und untersuchten
die Wirkung von 17 pathogenen Bakterienarten auf die Gallenfarbstoff-
wirkung. Eine solche war aber weder von Pneumokokken, noch von
den anderen Bakterien aufzuzeigen, auch die Wirkung der Luftbakterien
konnte ausgeschlossen werden.

Wir selbst machten einige Versuche mit Toxinen von Typhusbacillen.
Dieselben bezweckten eigentlich nicht etwa den Nachweis der Wirkung
dieser Noxe direkt auf die Gallenfarbstoffbildung, sondern es sollte eher
auf die etwaige Gewebsschadigung geachtet werden.

Wir beniitzten bei diesen Versuchen toxinhaltige, aber bakterien-
freie Bouillonfiltrate der Typhuskulturen. -Es wurden Milz-, Tris- und
Gehirnkulturen der Hithnerembryonen mit hémolysiertem Blut 4
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1 Tropfen Typhustoxin angesetzt. — 1. Milz: Kulturen ohne Toxin zeigten
gutes Wachstum, Bilirubin stark positiv. Kulturen mit Toxin: schiechtes
oder gar kein Wachstum, Bilirubin negativ oder nur in Spuren nach-
weisbar. — 2. Gehirn: Kulturen 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 Vitalitit
der Zellen und ihrer Fahigkeit den Farbstoff zu bilden ist also auch
aus diesen Versuchen klar zu ersehen.

I1T.

Zuletzt untersuchten wir noch, ob eine vorausgegangene Blockade
der Milz die Gallenfarbstoffbildung beeintrichtigt (v. Balogh). Aunf die
uvmfangreiche Literatur kann hier nicht eingegangen werden. Es wird
im allgemeinen angenommen, dafl, wenn eine Blockade iiberhaupt maog-
lich ist, sich dieselbe nur auf mehr oder weniger umfangreiche Teile des
betreffenden Organs erstrecken kann. Wegen der sehr groflen Regene-
rationsfahigkeit des reticuloendothelialen Systems werden sofort grofle
Mengen von neuen Zellen gebildet, die sogleich ihre Funktion beginnen
und praktisch genommen unendliche Mengen eines einverleibten Materials
aufnehmen kénnen. Hs ist andererseits fraglich, ob, wenn auch Zellen
mit einem Material vollgespeichert erscheinen, ihre anderen Funktionen
(Abwehrfunktion, Immunkérper- und Bilirubinbildung usw.) dadurch
beeinflufit werden. Rosenthal und Mitarbeitern sahen nach Eisenspeiche-
rung noch die Aufnahme von Tuscheteilchen. Simegi konnte in seinen
mit, Weifs vorgenommenen Untersuchungen die phagocytierende Tatig-
keit der Reticuloendothelialzellen gegeniiber kernhaltigen roten Blut-
korperchen nach einer hochgradigen vorausgehenden Behandlung der
Tiere mit Eisenzucker nachweisen. Das Verschwinden der kernhaltigen
roten Blutkorperchen aus dem Kreislauf erfuhr aber eine Verzdgerung
von etwa 12 Stunden. Dasselbe fand zuletzt Margarete Hesse bei
Anitschkow. 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 vollstdndige Blockade
gegen Trypanblau. Nach dieser Latenzzeit wurde aber infolge der
lebhaften Regeneration und ,,Selbstreinigung der Reticuloendothelial-
zellen die transitorische Blockade durchbrochen und Trypanblau wieder
aufgenommen.

Was die Gallenfarbstoffbildung blockierter Tiere betrifft, so seien
auBer den bekannten und ziemlich widersprechenden Versuchsergeb-
nissen von ZLepehne, Eppinger, Rosenthal und Mitarbeitern, Bieling-
Isaac, Elek u. a. nur die von Ernst und Férster erwahnt. Sie fanden,
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dafBl die Milz von kollargol- oder eisengespeicherten Hunden im 4-Stunden-
Versuch mit hamolysiertem Blut durchstrémt dieselbe Menge von
Gallenfarbstoff (0,6—2,2 mg- %) erzeugte als die Milz von nicht blockierten
Kontrolltieren. Sie schlicfen daraus, daB die Blockade die Gallenfarb-
stoffbildung der Hundemilz nicht beeinflufit.

Zu den eigenen Untersuchungen wéhlten wir als Versuchsobjekte
Meerschweinchen, da wir iiber die Gallenfarbstoff- und Hématoidin-
krystallbildungsfahigkeit ihrer Milz schon geniigend unterrichtet waren
(v. Bologh). Die Tiere wurden mit Tusche 10 Tage lang tédglich intra-
peritoneal gespritzt (1 com einer 20%igen Ldsung). Die Milz war makro-
skopisch tiefschwarz und wurde, wie gewdhnlich, mit himolysiertem
Blut explantiert. Die Versuche wurden in 5 Serien mit einer gentigenden
Menge von nicht blockierten Kontrollen unternommen. Die Ergebnisse
sind folgende: In drei Serien der blockierten Milzexplantate (alle von
verschiedenen Tieren) konnte keine Gallenfarbstoffbildung nachgewiesen
werden, wihrend in den zugleich angesetzten, nicht tuschegespeicherten
Milzkulturen der Kontrolltiere eine ausgesprochen positive Diazoreaktion
erzielt wurde. In den zwei iibrigen Serien war eine schwach positive
Diazoreaktion zu verzeichnen, wihrend die Milzkulturen der Kontroll-
tiere auch hier stark positiv waren.

Ein Teil der Kulturen wurde fixiert und mit ihnen nachher teils eine
Perls-Reaktion durchgefiihrt, teils wurden Schnittpriparate verfertigt.
In allen Serien der blockierten Milzen war ein gutes Wachstum zu ver-
zeichnen. In der Auswanderungszone sind Zellen zu sehen, die mit
Tuschekornchen ganz iibergefiillt sind, daneben auch solche, die nur
einige Kérnchen enthalten oder ganz frei davon sind. Im Mutterstiick
sind die meisten Zellen voll von schwarzen Koérnchen, die Zellen aber,
die weniger Kérnchen oder gar keine enthalten, sind auch hier in grofBer
Zahl zu sehen. Hamosiderin ist in vielen Zellen sowohl der blockierten
wie auch der nicht behandelten Milzen zu sehen. Hamatoidinkrystalle
sind in sémtlichen Kontrollmilzen zu finden, von den fiinf Serien der
blockierten Milzen sind sie in dreien nachweisbar, in zweien nicht.
Von den letzteren zweien war die Diazoreaktion einmal schwach positiv,
einmal negativ. Auch in der Menge der Krystalle konnte zwischen
blockierten und wunbehandelten Tieren kein Unterschied gefunden
werden.

Nach diesen Versuchen sollte also eigentlich auf eine gewisse Be-
eintrichtigung der Gallenfarbstoffbildung der mit Tusche blockierten
Milzen gefolgert werden, was ja tatsichlich der Fall ist, was aber mit
den Angaben des Schrifttums in Widerspruch steht. Die Tatsache ist
wie folgt zu erkliren: Es ist klar, daB die Lebensfahigkeit und das Wachs-
tum der Milzfragmente trotz der Tuschespeicherung mnicht vermindert
ist, trotzdem ist die Diazoreaktion negativ oder hochstens sehr schwach.
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Die Ursache kann also wahrscheinlich nur quantitativer Natur sein,
und zwar kann als solche die Verminderung der gallenfarbstoffbildenden
Oberfliche angenommen werden. Die mit Tuschekérnchen iiberfiillten
Zellen sind unfahig Bilirubin zu bilden, der Farbstoff wird nur von
den weniger gefiillten und von den tuschefreien Zellen erzeugt, die aber
zu wenig sind, um die genfigende Menge und Konzentration des durch
Diazotierung wahrnehmbaren Bilirubins herzustellen. In manchen
Féllen entsteht nur, wie wir sahen, in 5 Tagen diese Menge, wodurch
eine ganz schwache Diazoreaktion festzustellen ist. DaB jedoch auch
in den diazonegativen Serien eine Gallenfarbstoffbildung vor sich geht,
kann ganz genau aus dem FErscheinen der Himatoidinkrystalle fest-
gestellt werden 1. Ahnliche Versuchsbedingungen haben wir im Jahre
1931 mitgeteilt, bei welchen statt der iiblichen !/, Teil der Milz von
Hiihnerembryonen nur ein /,, Teil davon eingesetzt wurde. Hier konnten
wir keine Gallenfarbstoffbildung nach dem Ablauf der Latenzzeit fest-
stellen, jedenfalls deshalb, weil die produzierte Menge des Farbstoffes
infolge der Kleinheit des Fragmentes den Schwellenwert der wam den
Berghschen Reaktion nicht erreichte. Wurden némlich zwei 1/, Teile
=1/g Teil der Milz) in eine Kultur eingesetzt, so war die Reaktion
wie gewohnlich wieder positiv. Es geht aus diesen Untersuchungen in
entscheidender Weise hervor, dafi die Blockade unter entsprechenden
Umsténden zu einer Funktionspriifung des reticuloendothelialen Systems
taugen kann. In den explantierten Fragmenten der Milz ist die Gallen-
farbstoffbildung infolge der Speicherung nicht verhindert, aber deutlich
gehemmt. Dieser Unterschied kam in den Versuchen von Ernst und
Forster bei Durchblutung der ganzen kollargolgespeicherten Milz
nicht zum Vorschein, da die ganze Milz in geniigender GroBe aktive
Zellgebiete besitzt und die Unterschiede sich ausgleichen? Die Ver-
schiedenheit und die Unregelméfiigkeit der Ausbreitung derselben und
die zufillige Quantitit in dem betreffenden Fragment erklirt auch die
manchmal schwach positive Diazoreaktion einzelner Kulturen der blok-
kierten Milzen. Der Zusammenhang zwischen Gallenfarbstoffbildung
und Gewebsvitalitit einerseits und Gallenfarbstoffbildung und reticulo-
endothelialem System andererseits gewinnt durch diese Untersuchungen
neuartige und beachtenswerte Beleuchtung.

Es sei noch erwihnt, daB die letzterwihnten Meerschweinchen-
kulturen, wie auch die der jetzt noch zu beschreibenden Experimente
nicht nur wie frither spektroskopisch, sondern auch mit Hilfe der mikro-
skopischen Fluorescenzeinrichtung (Reichert) auf ibren Gehalt an Por-
phyrin untersucht wurden, doch war Porphyrin niemals zu finden.

1 Naheres dariiber s. bei v. Balogh: Verh. dtseh. path. Ges. 1931.
2 Die morphologischen Belege ihrer Auffassung, auf histologischen Unter-
suchungen fuflend, sind im Original nachzulesen.



Weitere Untersuchungen iiber Gallenfarbstoffbildung in Milzgewebskulturen. 897

Iv.

Nach Abschlul dieser Untersuchungen erschienen im Virchows
Archiv, Bd. 291, die interessanten Arbeiten von Doljanski und Koch
iiber den | Blutfarbstoff und die lebende Zelle”. Da sie sich auf unsere
fritheren Arbeiten berufen und besonders, weil ihre Ergebnisse mit den
unseren einigermaflen in Widerspruch stehen, soll auf diese noch kurz
eingegangen werden.

Den ersten Teil ihrer Untersuchungen, in welchem sie eine Met-
hémoglobinbildung in bebriiteten Carrel-Flaschen-Explantaten von Fibro-
blasten nnd Milz fanden, kénnen wir vollkommen bestitigen; auch wir
sahen die Methamoglobinbildung und deren charakteristisches spektro-
skopisches Verhalten in unseren Héngetropfenkolonien, nur wurden
diese Untersuchungen nicht verdffentlicht. In den Kontrolltropfen,
die nur die Ingredientien enthalten, kann bis zum 5. Tage nur das
Oxyhémoglobinspektrum nachgewiesen werden. Eine beginnende Ab-
sorption zwischen 1 630—650 konnten wir nur sehr selten beobachten.

Im zweiten Teil ihrer Untersuchungen kommen Doljanski und Koch
zu dem merkwiirdigen Ergebnis, daf die mit 16tégigen Hithnerembryonen-
Milzfragmenten angesetzten und gut proliferierenden Carrel-Kulturen,
die 3—6 Tage und auch linger bebriitet wurden, zu keiner Gallenfarb-
stofibildung fahig sind, sondern einen newartigen Farbstoff, das ,,Xantho-
rubin®, bilden. Sie finden dagegen in den Kontrollflaschen, welche nur
Hiihnerplasma, Extrakt und hémolysiertes Blut enthalten, eine positive
Diazoreaktion, also Bilirubin. Da diese Versuche in grundsitzlichem
Widerspruch mit unseren frilheren und den jetzt beschriebenen stehen,
wurde von uns die Frage moch einmal aufgerollt und Doljanskis und
Kochs Versuche teils nachgepriift, teils durch neue ergénzt.

Es muB zu allererst ausdriicklich betont werden, daB bei ausschlag-
gebenden Nachuntersuchungen unserer Veréffentlichungen vollkommen
dieselben Versuchsbedingungen und Kautelen strengstens eingehalten
werden miiBten, die wir genau angegeben haben (v. Balogh). Das
vermissen wir jedoch bei Doljansk: und Koch, da sie 16tigige Hiihner-
embryonen beniitzten, weiterhin an Stelle unserer Deckglischenkulturen
Carrel-Kulturen anlegten und das hémolysierte Blut erst nach 2—3 Tagen
dazugaben. Wir haben aber mit 18—20téigigen Embryonen, Hinge-
tropfenkulturen und mit sogleich beim Einsetzen dazugetriufeltem
Blut gearbeitet. Die Diazoreaktion filhrten sie im Zentrifugat des
alkoholischen Extraktes durch, trotzdem wir zeigten, daB damit viel
Bilirubin mitgerissen wird, was ein negatives Resultat vortduschen
kann. Trotzdem wiederholten wir sowohl ihre wie auch unsere Versuchs-
anordnung und arbeiteten nun mit 16tégigen, aber auch mit 19tigigen
Embryonen, auflerdem gaben wir das himolysierte Blut zu den Explan-
taten nach 2 Tagen, bzw. sofort und beniitzten Carrel-Flaschen, aber
auch Hingetropfenkulturen.
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Ergebnisse.
16tagige 16tagige 18t4gige 18tagige

Nr. Methode Embryonen, Embryonen, | Embryonen, | Embryonen,
Carrel-Flasche | Héngetropfen | Carrel-Flasche| Hingetropfen

1 | Doljanski u. Koch negativ — negativ —
Eigene vs negativ | stark positiv | stark positiv

2 | Doljanski u. Koch |schwach positiv — negativ —
Eigene negativ negativ » stark positiv

3 | Doljanski u. Koch 3 - » -
Eigene schwach positiv| mnegativ | stark positiv | stark positiv

4 | Doljanski u. Koch negativ — 19 55 -
Eigene schwach positiv | schwach . ys stark positiv

positiv

Bs zeigt sich also, dal die Milzen der 16tagigen Embryonen nach
der Methode von Doljanski und Kock und auch nach der eigenen unter-
sucht, im allgemeinen ihren Ergebnissen entsprechend sich negativ
verhalten, es kann aber doch hier und da eine sehr schwache Diazoreaktion
gefunden werden, wahrend die der 18tégigen Hithnerembryonen mit der
eigenen Methode immer stark positiv gallenfarbstoffbildend sind. In
den Carrel-Flaschen kann mit der eigenen Methode in drei Serien, einmal
sogar auch nach Zentrifugieren, die Diazoreaktion nachgewiesen werden.
Dieser auffallende Unterschied zwischen 16- und 18tégigen Embryonen,
kann nicht mit Bestimmtheit erkldrt werden. Die Leber und die Gallen-
blase des 16tégigen Embryos sind schon bilirubinhaltig. Wird der Chloro-
formauszug des Leberbreies verdunstet und in Alkohol aufgenommen,
so ergibt sich eine positive Diazoreaktion. Es muB aber auf die groBe
Verdnderung und Umschwung des ganzen Stoffwechsels betreffend
speziell Atmung und Kreislauf, die der Hiithnerembryo gerade am 18. Tage
der Bebriitung erfihrt, aufmerksam gemacht werden. ,,Am 3. Tage
der Bebriitung ist schon das Herz mit den groBen endoembryonalen
GefaBen sichtbar, welche mit den GefiBlen der Area vasculosa in
Zusammenhang treten, fiillen sich daher mit Blut und die Zirkulation
beginnt. Diese ,circulatio vitellina® wird spiter vom Allantoiskreislauf
verdringt. Die Allantois vereint sich aber bald mit dem amniogenen
Chorion, ihre Flissigkeit wird immer weniger, die Geféfie werden immer
enger, viele thrombosieren auch, der Kreislauf hért auf, der Embryo
durchbricht mit seinem Schnabel die Hiillen und am 1. Tage der Be-
briitung beginnt die Lungenatmung. Das Ausschliipfen erfolgt am
21. Tage'.” Diesem Umschwung am 18. Tage muf} sich die Milz auch
anpassen und erst zu dieser Zeit scheint ihre Entwicklung soweit fort-
geschritten zu sein, daf} sie der Bilirubinbildung in nachweisbaren Mengen
fahig ast. '

Mit der 18tdgigen Milz konnte in den Hingetropfenkulturen immer
eine positive Reaktion erzielt werden, wihrend in den Carrel-Flaschen
Kulturen die Unterschiede zwischen den beiden Methoden augenféllig

1 Siimegi: Kupferhaushalt des Hithnerembryos. Frankf. Z. Path. 43.
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sind. Hier kann nur an die mitgerissenen Mengen des Bilirubins im
EiweiBlkoagulum gedacht werden, worauf wir schon in unserer ersten
Mitteilung hinwiesen. Es mufl aber auch der Umstand beachtet werden,
daB das an dem 2.—3. Tag zugetropfelte Blut nur mit den ausgeschwemm-
ten Zellen in inniger Berithrung tritt, wihrend die Mutterstiicke, in denen
schon regressive Verdnderungen auftreten, in der festen Phase einge-
schlossen nur oberflachlich oder gar nicht gentigend mit den hamolysierten
Blutkérperchen in Verbindung kommen kénnen. DaB die in Explantaten
ausgewanderten Zellen im allgermeinen der Bilirubinbildung kaum fahig
sind, wurde schon ebenfalls in unserer ersten Mitteilung gezeigt. Daf} die
Methodik von Doljanski und Koch den Forderungen mnicht gewachsen
ist, zeigt iibrigens ihr Krgebnis mit der 16tdgigen Embryonenleber,
welche mnach ihrer Methode kein Bilirubin bildet, obwohl, wie wir
oben beschrieben haben, aus derselben schon in vitro Bilirubin zu
extrahieren ist, es muB also auch das eingesetzte Stiickchen schon
Gallenfarbstoff enthalten.

Was zuletzt die Behauptungen der Gallenfarbstoffbildung in den
Kontrollkulturen ohne Gewebsstiicke anbelangt, so kénnen wir ihnen
auch in diesem Punkt nicht beistimmen. Wir priiften in fiinf Serien ihre
Ergebnisse nach, fanden aber niemals eine positive Diazoreaktion in
den Carrelschen Flaschen ohne Gewebsfragmente. Eines stimrmt mit
ihren Untersuchungen iiberein, daB, wenn dem Alkoholauszug Diazo-
reagens zugetropft wird, schligt dieser sofort in den schwach roten
Farbenton des Azobilirubins um und tduscht so im Vergleich mit den
gelblichen Vergleichsréhrchen die positive Diazoreaktion vor. Das
wurde von uns schon frither auch gefunden. Wird aber nach unserer
Vorschrift dem Vergleichsréhrchen Diazo I (also nur der salzsaure
Sulphanylkomplex) zugefiigt in derselben Menge als dem anderen
Réhrchen der fertige Diazoreagens, so -erhélt man sofort denselben
Farbenton und zwischen den beiden Rohrchen ist keine Farbendifferenz
feststellbar. Fiigt man nun HCl beiden Réhrehen zu, so entsteht langsam
im Kontrollréhrchen die braunlichgelbe Farbe des HCl-Hématins; der
Inbalt des Diazordhrchens bleibt dagegen unverdndert. Die Reaktion
muf} also als negativ bezeichnet werden. Es entsteht wohl die griin-
lichgelbe Farbe, wenn wir Lauge (20%) zu den Diazordhrchen fiigen
— wie wir das schon in den allerersten Untersuchungen sahen —,
das muB} aber in ganz anderem Sinne gedeutet werden und héngt mit
Doljanskis und Kochs dritter Mitteilung zusammen, in welcher sie iiber
einen Farbstoff, das Xanthorubin, berichten, der sich in dem Carrel-
Flaschen mit verschiedenen Organen der 16tigigen Embryonen nach
6—8 Tagen bilden soll, in den Kontrollflaschen aber nicht nachzu-
weisen sei. Die Bildung des Xanthorubins hingt also — ihrer Meinung
nach — mit der Funktion lebender Zellen zusammen. Als Reaktionen
dieses Farbstoffes fithren sie unter anderem folgende an: 1. den gelben
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Farbenton des Chloroformauszuges, 2. die negative Diazoreaktion und
den Umschlag derselben nach Alkalisierung in eine ,satt-goldgelbe
Farbe‘‘ und 3. die rote Farbe des Atherextraktes nach Salzsiurebehandlung
des Ausgangsmaterials und das Ubergehen dieser Farbe in eine Soda-
16sung nach Ausschiitteln.

Es wiirde den Rahmen dieser Auseinandersetzungen iiberschreiten,
wenn wir uns noch ausfithrlich mit diesen Erscheinungen befassen wiirden.
Hier soll nur noch folgendes angefithrt werden:

ad 2. Einer von uns (Stmegi) arbeitete eine Methode aus, um den
Gallenfarbstoff in Gefrierschnitten nachweisen zu kénnen. Die Resultate
sind von Ldng ! verdffentlicht worden. Es stellte sich heraus, daf3 die
Empfindlichkeit der Reaktion eine derartige ist, daB der rosa Farben-
ton des Azobilirubins und dessen Umschlag ins Blaue nach Salzséure-
behandlung nur bei ausgesprochenem Ikterus (auch dynamischer Ikterus
nach Alkoholbehandlung) zustande kommt. Der Umschlag ins Gelb-
lichgrine nach NaOH kann dagegen auch bei dem normalen Bilirubin-
gehalt der menschlichen Organe immer beobachtet werden. Wir duBerten
dabei die Meinung, daB das alkalische Azobilirubin fiir das Auge viel
leicliter zu beobachten ist als die Farbe des einfachen (neutralen) Azo-
bilirubins. Wir gewannen noch mehr den Eindruck, als wir die Flissigkeit
von 5 Tage lang bebriiteten Milzkulturen untersuchten, denen aber
hémolysiertes Blut nicht zugesetzt wurde. Hier war die Diazoreaktion
negativ, nach Alkalisierung trat aber immer ein leicht griinlich gelblicher
Farbumschlag ein. Dasselbe ist zu beobachten an solchen Kulturen,
die zwar mit Blut bebriitet waren, aber eine negative Diazoreaktion
aufwiesen, so z. B. bei den 16tégigen Hiithnerembryonen. Die Konzen-
tration und die Bildung des Bilirubins ist also in den Kulturen ein der-
artiger ProzeB, bei dem zuerst das alkalische Azobilirubin und erst
spiter der neutrale Farbstoff wahrnehmbar wird.

Untersuchen wir einfaches frisches Hiihnerplasma, das an und fiir
sich citronengelb ist, so sehen wir, daB nach Zusatz von Aceton die
Farbe der iiberstehenden Fliissigkeit noch immer gelblich ist. Die Diazo-
reaktion ist negativ, auf HCl keine Veranderung, auf NaOH ein deutlicher
Umschlag ins Goldgelbe. Hier allein ist kein griinlicher Farbenton zu
beobachten. Dasselbe ist zu sehen, wenn wir die Reaktion mit hdmoly-
siertem Hithnerblut entweder frisch oder auch 5 Tage lang im Thermo-
staten bebriitet anstellen. Doch ist hier der Farbumschlag griinlichgelb.
Dasselbe ist zu beobachten, wenn alle Ingredientien in Carrel-Flaschen
oder in Héingetropfen bebriitet werden, und dasselbe, wenn sie frisch
zusammengemischt sind. Bezeichnen wir diese Reaktionen mit ,, %,
so sind diese Kulturen, die Gewebsfragmente enthalten — auch wenn
die Diazoreaktion noch negativ ist — mit ,,+-+-+“ zu bezeichnen.

1 Ldng: Verh. ung. path. Ges. 1, (1932).



Weitere Untersuchungen iiber Gallenfarbstoffbildung in Milzgewebskulturen. 831

ad 3. Zur Klirung dieser interessanten Reaktion filhrten wir folgende
Untersuchungen aus:

a) Normales Menschenblut mit wenig NaFl. Bilirubingehalt 0,68 mg-%.
Nach Zufiigen von etwas konzentrierter HCI entsteht ein dicker Nieder-
schlag. Ausschiitteln mit Ather: binnen etwa 15 Min. ist die iiber-
stehende Flissigkeit deutlich blafirosa. Dekantieren wir ein wenig
davon und fiigen anstatt Sodalésung 20% NaOH dazu, so entfirbt
sich die Fliissigkeit und es entsteht an der Grenze von Ather-NaOH
ein deutlicher griiner Ring. Wird ein anderer Teil des rosafarbigen
Atherextraktes mit Alkohol behandelt und fiigen wir dann etwa 1/, Teil
Diazoreagens hinzu und alkalisieren es nachher, so sehen wir nach der
Diazotierung keine Andérung der Farbe, der grime Ring wird aber
viel breiter und intensiver.

b) Fluoridblut von einem Fall mit Cholecystitis. Fieberfrei. Serum-
Bilirubingehalt 1,68 mg-%. Direkte Diazoreaktion prompt positiv. Nach
Ausschiitteln des salzsauren Niederschlages wurde der Ather schon nach
einigen Minuten schon rosafarbig. Die tbrigen Reaktionen verlaufen alle
wie bei a) geschildert, nur ist der griine Ring viel intensiver und breiter.

¢) Urin von demselben Patienten. Eiweifl in Spuren, Bilirubin positiv,
er enthilt auBerdem sehr viel Urobilinogen und auch Urobilin. Schiitteln
wir den HCl-Niederschlag mit Ather aus, so wird letzterer rétlichgelb;
die Farbe éndert sich nach einer halben Stunde nicht, dieselbe Farbe kann
in NaOH iiberschiittelt werden; der griine Ring ist nicht sichtbar. Wird
der Urin zuerst mit Chloroform extrahiert, so wird er citronengelb. Fiigen
wir nun zum Chloroformextrakt HCI zu und schiitteln jetzt den neuen
Niederschlag mit Ather aus, so wird dieser in einigen Minuten schén
rosafarbig, auf NaOH ist ein schoner, dimner, grimer Ring sichtbar.

d) Frisches diazonegatives Hiithnerblut, durch etwas destilliertes
Wasser himolysiert, zeigt im Ather eine kaum wahrnehmbare rosa Farbe
nach etwa 30 Min. Wird Alkohol, dann Diazoreagens und dann NaOH
zugefiigt, so wird der griine Ring schén sichtbar, wenn auch viel
schwicher als im Menschenblut.

e) Thannhausersche Standardbilirubinlgsung (5 mg- %) in Chloroform.
Verdunsten in einer Eprouvette im Wasserbad. Der Rest wird in kon-
zentrierte HCl aufgenommen, welche sich gelb firbt. Schiitteln wir jetzt
dies mit Ather aus, so wird im Gegensatz zu den Korpersiften die
Salzsiure schwach rot, der Ather dagegen ,,cholesteringriin®. (Die Farbe
vom Cholesterin + Schwefelssure 4 Essigsdureanhydrid.) An der Grenze
von Salzsiure-Ather ist ein schoner rosalila Ring sichtbar. Auf NaOH
tritt eine Entfairbung ein und der Ring wird kaum wahrnehmbar griin-
lich. Wird der ganze Komplex zuerst mit Alkohol behandelt und auch
Diazoreagens zugefiigt, so erreicht der grune Ring ungefahr die Inten-
sitdt des Hiihnerblutringes.
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V.

Kurz zusammenfassend sehen wir also, daf die Gallenfarbstoffbildung
im 16tédgigen Hiihnerembryo zwar schon im vollen Gange ist, da die
Gallenblase schon mit dunkelgriiner Galle gefiillt erscheint, und die
Leber und auch andere Organe eine positive Diazoreaktion geben, doch
kann zu dieser Zeit die Milz unter den Verhiltnissen in der Gewebskultur
noch nicht eine geniligende Menge Bilirubin bilden. Die Verhiltnisse
entwickeln sich derart, daB in diesen Kulturen zuerst nur nach Alkali-
sierung des Diazorohrchens die goldgelbe Farbe des ebenso behandelten
frischen Hiihnerplasmas zutage tritt, dann folgt die Beimischung eines
grimlichen Farbentons und nur erst am 18. Tage der Bebriitung wird
auch die Diazoreaktion meistens positiv. Dabei miissen aber die quanti-
tativen Verhéltnisse der Ingredientien, besonders die Menge des sofort
zuzutriufelnden hémolysierten Blutes eingehalten werden!, da die
Anwesenheit von groferen Mengen nicht abgebauten Hamoglobins auf
die Beurteilung der Reaktion stirend einwirken kann. Auch darf keine
Zentrifugierung vorgenommen werden.

Die genaue Beurteilung unserer in Gewebskulturen ausfithrbaren
Mikroreaktion beansprucht keine besondere Begabung, jedoch gewisse
Ubung und einen guten individuellen Farbensinn. Einer von uns (. Balogh)
charakterisierte sie an der vorjihrigen Tagung der Pariser Anatomischen
Gesallschaft mit diesen Worten: ,,Cette méthode mikro-chimique de
Siimegi ne s’offre malheureusement pas & la pratique courante, parce
que le jugement des nuances extrémement délicates demande une routine
considerable, et avant tout un sens visuel individuel de premier ordre.*

Die Frage des Xanthorubins und iiberhaupt jene der Zwischenstufen
von Hamoglobin-Bilirubin und der weitere Abbau des letzteren ist
unserer Meinung nach noch lange nicht gelost. Wir wollten nur zeigen,
daf gewisse Zusammenhinge mit den beschriebenen Farbenreaktionen
doch gefunden werden konnen, wenn wir uns auch vorlaufig mit der
Kenntnisnahme der Tatsachen begniigen miissen. Die Reaktionen
kénnen — wie wir sahen — auch im frischen Material ausgefiihrt werden
und es miissen weitere Versuche entscheiden, ob da nicht auch andere
Farbstoffe oder Produkte (Urobilin, Urobilinogen usw.) mit im Spiele
sind, da reines Bilirubin dieselben Reaktionen ziemlich schwach gibt. Mag
aber auch Bilirubin in den allein bebriiteten Ingredientien (Plasma 4
Extrakt 4 Blut) entstehen — was ja prinzipiell nicht geleugnet werden
kann und darf —so miissen wir doch auf Grund der obigen Untersuchungen
iiber Ferment-, Bakterien- bzw. Toxin- und Cyanwirkung, aulerdem auf
Grund der Konzentrationsverinderungen des p, des Milieus und der
Blockadeversuche darauf bestehen, dafi der Gallenfarbstoff extrahepa-
tisch entistehen kann und daB in seiner Bildung den Zellen und deren

1 Siehe v. Balogh: 26. Tagg dtsch. path. Ges. 1931.
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Vitalitit eine hochwichtige Rolle beigemessen werden mull. Die Ver-
héltnisse scheinen uns dieselben zu sein, wie sie gerade von Doljanski
und Roulet betreffend der argyrophilen Substanz! experimentell in
einleuchtender Weise geschildert wurden. Die Blockade mag die Gallen-
farbstoffbildung zwar hemmen, aber wegen ihrer Unvollstandigkeit
nicht ganz autheben (negative Diazoreaktion, aber positiver Befund
von Hématoidinkrystallen). Auf Grund der letzteren Ergebnisse scheint
uns auch der Satz gerechtfertigt, daf nicht den Zellen im allgemeinen,
sondern den Zellen des reticuloendothelialen Systems die héchste Be-
deutung zugeschrieben werden muf.

Zusammenfassung.

1. In steril aufbewahrten Blutproben von Menschen und Versuchs-
tieren mit oder ohne Cerebrospinalfliissigkeit kann auch nach 1 Woche
weder eine Vermehrung, noch die Bildung von Gallenfarbstoff und auch
nicht das Erscheinen von Héimatoidinkrystallen festgestellt werden.

2. Kaliumcyanid beeintrichtigt die Gallenfarbstoffbildung in Milz-
kulturen nur insofern, als es auch manchmal das Wachstum derselben
verhindert.

3. Die Veranderung 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 verhindert das Wachstum
der Explantate von Meerschweinchenmilz nicht, die Bilirubinbildung wird
aber wegen der Verminderung der Zahl der farbstofferzeugenden Zellen
gehemmt. Hamatoidinkrystalle kénnen meistens auch in diesen Fillen
gefunden werden.

6. Zur Gallenfarbstoffbildung in Gewebskulturen ist die Milz des
Hithnerembryos erst nach dem Aufhéren des Allantoiskreislaufes und
nach Beginn der Lungenatmung fihig. Trotz der in der Leber schon.
vorhandenen Gallenfarbstoffbildung in vivo gelingt das Experiment
frither nur sehr selten.

7. Mit den bebriiteten, wie auch mit den frischen Ingredientien ange-
stellte Diazoreaktion fallt negativ aus. Die scheinbar positiven Resultate
kénnen mit einer nachtriglichen Siuerung bzw. Alkalisierung richtig-
gestellt werden und sind im Sinne der wahrscheinlichen stindigen
Anwesenheit einer solchen Menge von Bilirubin zu deuten, welche den
Schwellenwert einer positiven van den Berghschen Reaktion nicht er-
reicht. Es konnen noch Farbenreaktionen des verwendeten Ausgangs-
materials (Plasma bzw. himolysiertes Blut) und auch von anderen

1 Doljanski u. Roulet: Virchows Arch. 291,
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Korpersiften nachgewiesen werden, die scheinbar auBler vom Gallen-
farbstoff auch von der Anwesenheit anderer Abbauprodukte abhéngen.

8. Aus den Untersuchungen wird auf die tiberwiegende Rolle der Zellen
des reticuloendothelialen Systems bei der Gallenfarbstoffbildung ge-
folgert.
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