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Die Ergebnisse fritherer Untersuchungen, die das Schicksal trans-
fundierten Blutes zum Gegenstand hatten, lielen die Annahme be-
rechtigt erscheinen, dall der effektiv' nachgewiesene schnelle Abbau
der Erythrocyten nach einer Transfusion auf humorale Krifte zuriick-
gehe (Massuorr!). Weitere Arbeiten haben diese Annahme bekriftigt
(MassHOFF?) und aulerdem zeigen kénnen, dall es gelingt, vermittels
nur flissiger Medien den Erythrocytenabbau herbeizufithren. Erythro-
cyten, die in fiir Zellen undurchlissige Cellafilter eingehiillt und in
die Bauchhohle von Miusen versenkt waren, wurden in kurzer Zeit
zur Auflosung gebracht (MassHOFFS, GOrz). Dieses Experiment kann
mit gewissen Einschrinkungen auf den Erythrocytenabbau iiberhaupt
tiberiragen werden und als Stiitze fiir die frither schon von AscHOFF,
Hurok, LusarscH, Laupa u.a. geduBerte Vermutung gelten, daB
auch im stromenden Blut durch besondere ihm innewohnende Stoffe
der Abbau bewerkstelligt werden kann. Es liegt in der Natur des
Blutsystems, d. h. eines fliissigen Gewebes, begrundet daB der exakte
Beweis. hierfiir nur schwer zu erbringen ist; wie wir%a auch den humo-
ralen Abbau nach Transfusionen in seiner merphologischen Unsicht-
barkeit nur erschlieBen, aber nicht heweisen konnten.

Das genannte Experiment hat aber gleichzeitig noch ein anderes
Problem deutlich werden lassen, némlich die Frage, welcher Art die
fliissigen Medien sein miissen, um eine Erythrocytenauflésung zu be-
wirken. Sind dazu alle physiologisch und pathologisch vorkommenden
bzw. auftretenden geldsten Stoffe in der Lage, oder gibt es besondere
im Erythrocyten selbst zu suchende Bedingungen, die dabei von
Bedeutung sind ? Es versteht sich von selbst, daBl diese Frage zunéchst .
nur im Modell erfolgversprechend angegangen werden und dafl ferner

* Dr. H. Henimass vom Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie (Direktor
Prof. Dr. A. BuTeNANDT) hat die Untersuchungen durch. Uberlassung von iso-

lierten Fermenten wesentlich gefordert und den Fortgang der Arbeit durch
Beratung in dankensWerter Weise unterstiitzt.
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vorerst nur eine Gruppe einigermaflen charakterisierter Fliissigkeiten
gepriift werden konnte. Wir beschrinkten deshalb die Untersuchungen
auf das Blutplasma, das Exsudat und Transsudat und testeten ihre
Wirksamkeit an zugesetzten Erythrocyten aus. Die bekannten und
leicht bestimmbaren Erscheinungen der Hdmolyse und des Héamo-
globinabbaues schienen uns die beste Gewihr dafiir zu bieten, gege-
benenfalls auch abgestufte und feinere Grade der Wirksamkeit zu er-
fassen. Das Verhalten der drei Arten von Flissigkeiten gegeniiber
Erythrocyten sollte also, abgesehen von dem Erythrocytenschicksal
selbst, in erster Linie Aufschlull dariiber geben, ob diese Fliissigkeiten
entsprechend ihrem verschiedenen Vorkommen auch verschiedene
Eigenschaften besitzen, womit nicht nur eine Bereicherung der noch
liickenhaften Kenntnisse iiber die -biologische Natur dieser Stoffe,
sondern gleichzeitig auch eine Vertiefung des Verstindnisses einiger
pathologischer Mechanismen erhofft werden konnte.

Experimenteller Teil.

Im ersten Abschnitt unserer Untersuchungen richteten wir das
Augenmerk zunichst auf die Hamolyse, d. h. wir suchten zu bestimmen,
ob zeitliche oder sonstige Verschiedenheiten bei den zu priifenden
Medien gegeniiber der Fahigkeit zur Erythrocytenauflésung fest-
zustellen waren. Wenn wir fiir die Versuche Trans- und Exsudate
auswihlten, so lieBen wir uns dabei von folgender Uberlegung leiten:
Beide entstammen zwar der Blutfliissigkeit, sind aber sowohl hin-
sichtlich ihrer Entstehung als auch ihrer stofflichen Zusammensetzung
nach durchaus verschieden, letzteres der Klinik vom unterschiedlichen
EiweiBigehalt hinlinglich bekannt. Dem mechanisch infolge gednderter
Hydrostatik entstandenen Transsudat, das der Zusammensetzung nach
dem Blutplasma ziemlich nahekommen sollte, steht das Exsudat, ein
unter entziindlichen Bedingungen aufgetretener Ergufl, gegeniiber,
itber dessen qualitative Beziehungen zum Blutplasma wir noch nicht
hinreichend orientiert sind. Man konnte erwarten, daf} die Verschieden-
artigkeit der Zusammensetzung von Trans- und Exsudat sich auch in
einer verschiedenen Wirksamkeit gegeniiber der Héimolyse ausdriicken
mullte. Bei den Exsudaten legten wir Wert darauf, rein serdse Ergiisse
zu verwenden, um den etwaigen stérenden EinfluB von fermentativ
besonders tatigen Zellen, vor allem Leukocyten, auszuschlieBen, ebenso
mufite die Zahl der Erreger moglichst gering gehalten werden. Diese
Bedingungen schienen uns in dem bei der Tuberkulose auftretenden
Ergull am besten erfiillt. Von den steril gewonnenen Ergiissen, deren
Uberlassung wir dem Entgegenkommen von Herrn Prof. Book (Med.
Univ.-Klinik) verdanken, wurden die spezifischen Gewichte bestimmt
und das Zentrifugat auf. Art und Zahl der Zellen und Bakterien

8%
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mikroskopisch untersucht. Bakterienhaltige Transsudate schieden aus,
ebenso, wenn sich nachtriiglich im Kulturverfahren eine bakterielle
Verunreinigung ergeben hatte, ferner wurden tuberkulése Ergiisse aus-
geschieden, wenn sie auller Tuberkelbacillen andere Erreger enthielten,
oder auBer Lymphocyten andere Zellen, vor allem Leukocyten, in
nennenswerter Zahl aufwiesen. Die gewohnlich nur sehr geringe Zahl
von Lymphocyten wuarde abzentrifugiert. Das auf diese Weise ein-
geschrinkte oder abgegrenzte Material schien uns die besten Voraus-
setzungen fiir den beabsichtigten Zweck zu bieten.

Unter streng sterilen Kautelen wurden je 10 cm® Fligsigkeit in
ein Reagensglas gegeben und zu jedem Rohrchen 1cm® Citratblut
eines gesunden Menschen zugesetzt und bei Zimmertemperatur von
18—20° stehengeldssen. Als Kontrolle wurde der Einfachheit halber
physiologische Kochsalzlésung verwandt, nachdem sich erwiesen hatte,
daf diese zwar nur hinsichtlich der Isotonie physiologische Kochsalz-
losung keine Nachteile gegeniiber der Ringer- und Tyrodelosung fiir
die gewiinschten Zwecke hatte. Als vergleichbares Kriterium diente
jeweils der Zeitpunkt der ersten sichtbaren Hamolyse.

Die ersten orientierenden Versuche ergaben einen sehr bedeutenden
Unterschied in der hémolysierenden Fahigkeit zwischen Trans- und
Exsudat; die Hémolyse trat nidmlich auf

in der physiologischen NaCl-Losung nach . . . . 17 Tagen
im Stauungstranssudat nach . . . . . . . . .. 5 ,, -,
im Exsudat nach . . . . . . . . . ... ... 5

Konnte man nach diesem Ergebnis vermuten, dafl vor allem dem
Exsudat Stoffe eigen sein miissen, die 'den beschleunigten Erythro-
cytenzerfall bewirken, so zeigte sich andererseits aber auch, daB in
der , indifferenten‘ NaCl-Losung die Integritiit der Erythrocyten nur
von beschrinkter Dauer ist. Hier scheinen die roten Blutkorperchen
passiv, d.h. aus sich heraus geschddigt zu werden, wobei man s'ch
vorzustellen hat, dafl das Geriist dieser Zellen, das Strukturprotein
Stromatin, welches im Gegensatz zum Héimoglobin ein sehr labiler
Korper sein soll (Juna), in seinem Gefiige Schaden leidet und durch-
lassig wird. Dieser endogenen, offenbar auf die Anwesenheit intra-
erythrocytirer. Fermente (s. spiiter) zuriickfithrbaren Schidigung
des Stromatins kommt das Exsudat offensichtlich vermittels beson-
derer Stoffe zuvor, wihrend sich beim Transsudat schwer sagen 1a8t,
was auf das Konto der Hetero- und der Autolyse geht. Im iibrigen
stellte sich heraus, dal die Art der Erythrocytenzerstérung in jedem
Falle dieselbe ist, daf} sie sich nur im Tempo unterscheidet ; soweit sich
nimlich diese Verhiltnisse lichtoptisch verfolgen lassen, beginnt der
AuflssungsprozeB8 an der Membran, die zunichst feinste Unebenheiten
und Ausziehungen zu erkennen. gibt, dann quillt der Erythrocytenleib
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auf, verliert seine zentrale Kindellung und allméhlich seine Doppel-
kontur, das Héamoglobin blaBt ab, der Erythrocyt bilBt allméhlich
unter zunehmender UnregelméfBigkeit der Membran an Volumen ein,
bis die Membran als leere, verformte Hiille erscheint und schlieBlich
unsichtbar wird. Die gleichen Vorginge hat Leurorp bereits 1914
bei der sterilen Autolyse besclirieben, den fermentativ autolytischen
Zerfall der Erythrocyten aber nur sehr gering veranschlagt. Die Form
der endogen und der durch Exsudat exogen bedingten Zerstérung scheint
sich also ziemlich einfach zu gestalten. Juwa hat das Phinomen der
Zerstdrung bei einer Anzahl toxischer Prozesse elektronenoptisch ver-.
‘folgt und dabei das Wesen dieses Prozesses als eine irreversible Denatu-
rierung der EiweiBkorper, also des Hémoglobins oder des Stromatins
gekennzeichnet. Wahrscheinlich ist die Deutung von Juwg auf die
Abbauvorginge der Erythrocyten ganz allgemein und damit auch auf
die von uns beobachteten iibertragbar.

Es lag natiirlich nahe, bei der besonders himolysierenden Aktivitit
des Exsudates an die Wirkung von Fermenten zu denken. Wir gingen
daher dazu fiiber, dem Transsudat und ‘der Kochsalzlosung kleine
sterile Stiicke frischer Leber von Schlachttieren zuzusetzen. Dabei
setzte die Hamolyse bei der Kochsalzlésung bereits nach 3 Tagen,
beim Stauungstranssudat bereits nach 4 Tagen ein. Die Aktivitit
des Exsudates wurde also tibertroffen durch den Zusatz von Frisch-
organen. Die Hamolyse setzt noch schneller ein, bereits nach 24 Stun-
den, wenn an Stelle von Leber eine winzige Menge (eine Ose von einer
Schragkultur) von Hefepilzen zugesetzt wird. Der verglichen mit dem
Exsudat trige himolysierende Effekt des Transsudates und die pas-
sive Rolle, die die physiologische Kochsalzlosung bei der Himolyse
spielt, wird durch ein ,aktives Prinzip“, verkorpert durch ein zu-
gesetztes Organstiick oder durch einen pflanzlichen Kleinorganismus
beim Transsudat, beschleunigt bzw. die Passivitit bei der NaCl-
Lésung in einen aktiven ProzeB umgewandelt. Dieses ,,aktive Prinzip*
kann nach Lage der Dinge nur von Fermentnatur sein.

Die weiteren Versuche zielten darauf ab, den fermentbedingten
Charakter des Hamolysevorganges zu beweisen. An Stelle des Citrat-
blutes verwendeten wir nunmehr gewaschene Erythrocyten, da das
eigene Plasma eine hemmende Wirkung auf die Hamolyse zu ent-
falten vermag. Das verdeutlicht am besten folgender Versuch. Von
. dem Citratblut zweier gesunder Menschen, die der Blutgruppe A an-
gehoren, wird steril das Plasma abpipettiert (Plasma a, a,), die sedi-
mentierten Erythrocyten werden durch  mehrfaches vorsichtiges
Waschen vom anhaftenden Plasma befreit (Ery a, a,). Nach Kreuzung
von Plagma und Erythrocyten und nach Zugabe der dem urspriing-
lichen Plasma zugeh6renden Erythrocyten ergibt sich folgendes:
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Erythrocyten a, Plasma a, Hamolyse nach 7 Tagen
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Aus der Beschleunigung der Hémolyse nach Kreuzung der Blut-
anteile scheint hervorzugehen, daBl das den Erythrocyten gemiBe
Plasmamilieu einen besseren, d. h. eine Art spezifischen Schutz gegen
die Hamolyse bietet. DaB das Waschen der Erythrocyten. fiir die
Himolyse ohne Bedeutung ist, erweisen die Kontrollen, auch das
bei Zimmertemperatur sich iiberlassene Vollblut zeigt ebenfalls zwi-
schen demi 6.—7. Tag den Beginn der Hamolyse.

Es ist daher nicht iiberraschend, wenn gewaschene Erythrocyten
in Kochsalzlosung nach 8 Tagen bereits himolysieren, also im Gegen-
satz zur NaCl-Vollblutlésung nur die Hélfte der Zeit bis zur Auflosung
brauchen. Mit einer etwaigen mechanischen Alteration durch das
Waschen kann also auch dieses Verhalten nicht erklart werden.
~ Erhitzt man Transsudat und Exsudat vorsichtig auf etwa 75 und
setzt ihnen dann gewaschene Erythrocyten zu, so zeigt die Hamolyse
des Transsudates gegeniiber dem nicht erhitzten keinen Unterschied,
withrend beim Exsudat ‘eine deutliche Arnderung der Wirksamkeit
eintritt, das unbehandelte Exsudat erzeugt die Hémolyse nach 3 bis
4 Tagen, im erhitzten setzt die Auflésung erst nach 7—S8 Tagen ein.
Das bedeutet, daB die thermolabilen Fermente im Exsudat durch das
Erhitzen inaktiviert worden sind und an Stelle ‘der Heterolyse die
Autolyse wie beim Kochsalz und anscheinend auch beim Transsudat -
getreten ist. Die himolysierenden Fihigkeiten des Blutplasmas er-
leiden durch die Inaktivierung dés Plasmas eine Verzogerung, der
Beginn der Auflésung ist nach- der Inaktivierung des Plasmas erst
nach 10 Tagen feststellbar.

Die aus den Exsudatversuchen erwiesene fermentatlve Hamolyse
versuchten wir zu reproduzieren mit Hilfe von bestimmten Fermenten.
Tolgende Fermentpriparate gelangten zur Verwendung: ' .

1. Krystallisiertes Trypsin- (M. Kunt1z und J. H. NorrHRoP).

2. Krystallisierte Ribonuklease (M. KuNiTz).

3. Alkalische - Darmphosphatase, Glycermextrakt aus Diinndarm-
schleimhaut (W. KLEIN).

4. Cholesterinesterase, Acetontrockenpulver aus ‘Schweineleber
(R. WiLsTATTER und E. WALDSCEMIDT- LEITZ). :

Unter der Voraussetzung, daB das Stromatin der Erythrocyten aus- -

Eiweif und Lipoiden zusammengesetzt ist, sollte man eine Auflosung
dieses Stromatins unter Wirkung des Trypsins erwarten, hingegen
nicht vermittels der Ribonuclease. Das Experiment hat diese Erwar-
tungen bestétigt. Die krystallisierten Fermente wurden in Kochsalz
gelost (etwa 0,9 mg in 5 cm® physiologischer NaCl) und gewaschenen ,
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Erythrocyten zugesetzt. Trypsin bewirkte bereits nach 1Y/, Tagen
eine Himolyse, wihrend bei der Ribonuklease die Hémolyse gleich-
zeitig mit der fermentireien NaCl-Kontrolle eintrat.

Auch die Phosphatase- und Cholesterinesterasepriparate sollten
hamolytische Wirksamkeit besitzen, da Cholesterin mit Bestimmtheit
am Stromatinaufbau beteiligt ist und Phosphatidbindungen anzu-
nehmen sind. Auch fiir diese Annahme erbrachte das Experiment
Bestétigungen : Phosphatase bewirkte nach 3 Tagen, Cholesterinesterase
nach 3'/, Tagen Hiémolyse. Wir sind uns dariiber im klaren, daf es
sich bei den beiden letztgenannten Fermentpriparaten um keine
rein isolierten Fermente mit spezifischer Wirkung handelt, ihre
Wirkung kann also moglicherweise auch auf Beimengungen beruhen.

Am zuverlissigsten und deutlichsten sind jedenfalls die Ergebnisse
mit den reinen krystallisierten Fermenten, die beide zuvor auf volle
Aktivitdt an entsprechenden Substraten geprift wurden, namlich
Trypsin an Casein und Ribonuklease an Hefenucleinsiure. Der fermen-
tative Charakter der Hamolyse wird noch unterstrichen durch die
angestellten Hemmungsversuche. Inaktiviert man das Trypsin durch
Erhitzen und hemmt man die Phosphatase durch Vergiftung mit
Natriumfluorid, so wird in beiden Fallen die Hémolyse bis zum 6. Tag
hintangehalten. Bei der durch Hitze inaktivierten Cholesterinesterase
fallt die Hamolyse zeitlich mit der im Kontrollversuch zusammen.

Nach den bisherigen Feststellungen scheint das Exsudat besonders
reich an Fermenten zu sein und im Hinblick auf die Hamolyse auch
solche zu enthalten, die nach Art etwa des Trypsins auf das Erythro-
cytengeriist einzuwirken vermogen. Das Transsudat ist offenbar an
solchen Substanzen arm, jedenfalls treten sie nicht eindrucksvoll
hémolyseauslosend zutage. Die Verzégerung der Hémolyse durch
Inaktivierung des Blutplasmas weist ebenso wie die Plasmakreuzung
bei gruppengleichem Blut darauf hin, dafl zur Hamolyse befshigte
Fermente auch im Plasma vorhanden sein miissen; ferner zeigt der
Kreuzungsversuch aber auch, dafl die Wirksamkeit dieser Fermente
von anderen wesensmiBig noch nicht faBbaren Faktoren — im Falle
der Kreuzung von férdernden — abhiingig ist. In diesem Zusammen-
hang sei darauf hingewiesen, daBl es bereits gelungen ist, einen physio-
logischen Hemmstoff des krystallisierten Trypsins aus dessen - bio-
logischem Milien in krystallisierter Form zu isolieren (Kuwirz und
NorTHROP). o

Konnte nach den bisherigen Ergebnissen kein Zweifel daran be-
stehen, daBl an der in der Hadmolyse erkennbaren Blutauflgsung ein
heterolytischer Fermentvorgang beim Exsudat und beim Blutplasma
maBgeblich beteiligt ist, so blieb aber noch die Frage zu kldren, ob
auch das in Losung gegangene Hdimoglobin fermentativ angegangen
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werden kann. Am einfachsten muBte sich der Beweis erbringen lassen,
wenn man die Aufspaltung des Hams oder die Abspaltung des Eisens
aus dem Hém nachweisen konnte.- Fiir letzteres schien uns die Mikro-
eisenanalyse nach der Methode von HEILMEYER tund PLOTNER am

geeignetsten.

Von jedem Versuch wurde, wie auch in den bisher

geschilderten, zur Bestimmung des Hamolyseeintrittes eine aus bis zu
12 Reagensglisern bestehende Reihe angesetzt und fortlaufend der
Eisengehalt stufenphotometrisch errechnet. Die Ergebnisse sind unter
Verzicht auf die eingehendere Wiedergabe der Versuchsprotokolle im
folgenden iibersichtlich zusammengestellt. '

Ubersichtstabelle.
‘ Hamolyse- Elsi;n,)gfo}/ia'lt ) Fluorescenz
Versuch beginn : und
nach, Ausgangs- Porpbyrin-
Tagen wert Endwert | spektrum
1. NaCl-Losung und . gewaschene
Erythrocyten . . . . . . . . 8 65 75 negativ
2. Erythrocyten in eigenem inakti- )
viertem Plasma . . . . . . . 10 90 105 negativ
3. Transsudat und gewaschene Ery- ] )
throcyten . . . . . . . . .. 8 90 105 negativ
4. Inaktiviertes Exsudat und ge- :
" waschene Erythrocyten . . . 7 110 125 negativ
5. Phosphatase und gewaschene .
Erythrocyten . . . . . . . . 3 50 60 negativ
6. Trypsin und gewaschene Ery-
throeyten . . . . . . . . .. 1/, 65 70 negativ,
7. Nuklease und gewaschene Ery-
throeyten . . . . . . . . .. 7 45 50 negativ
8. Acetontrockenpulver aus Leber
inaktiviert und gewaschene Ery-
throoyten . . . . . . . . .. 7Y, 70 80 negativ
9. Unbehandeltes citriertes Vollblut 7 95 305 positiv
10. Austausch gruppengleicher ge- '
waschener Erythrocyten ’
1. Erythrocyten a, u. Plasma a, 7 90 290 positiv
2. Erythrocyten a, u. Plasma a, 8 100 205 positiv
3. Erythrocyten a, u. Plasma a, 51/, — 330 positiv
4. Erythrocyten a, u. Plasma a, — 320 positiv
11. Defibriniertes Blut . . . . . . — 100 - .300 positiv
12. Exsudat und gewaschene Ery- , :
throcyten . . . . . . . . .. 3 120 320 positiv
13. Acetontrockenpulver aus Leber '
und gewaschene Erythrocyten . 3Y, 70 310, positiv

Das Ergebnis dieser mehrfach durchgefithrten und in den wesent-
_lichen Punkten stets iibereinstimmenden Versuche ist sehr eindrucks-
voll beziiglich der Fahigkeit der verschiedenen gepriiften Substanzen,
den Farbstoffanteil des Himoglobins so zu beeinflussen, daB das
Eisen aus dem Porphyrinskelet freigemacht wird.
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In den Versuchen 1—8 der Ubersicht wird keine oder eine nur un-
 wesentlich iiber der Fehlerbreite der Methodik liegende Erhohung
des Eisenspiegels festgestellt. Unter den in den Versuchen 1—8 ver-
wandten Medien sind solche, von denen man von vornherein die
besagte Funktion nicht erwartet hatte, z. B. die NaCl-Lésung und
die Ribonuklease; dall nach Hemmung aller Fermente die Erhohung
des Eisenspiegels ausbleibt, darf als Beweis dafiir gelten, dafi die Iso-
lierung des Eisens aus dem Ham nur fermentativ, und zwar hetero-
lytisch moglich ist. Die rein isolierten Fermente erweisen sich in dieser
Hinsicht als wirkungslos. Von besonderer Bedeutung scheint uns aber
die Tatsache zu sein, daB auch dem Transsudat diese Fahigkeit nicht
innewohnt. Dal sehr lebhaft hidmolysierende Fermente dem Blut-
farbstoff nichts anhaben, beweist, daB fiir die verschiedenen Abbau-
vorgéinge besondere, d. h. spezifisch fermentative Leistungen erforder-
lich sind. :

Die Versuchsreihen 9—13 umfassen die Erythrocyten-Medien-
gemische, in denen dank besonderer Fermente das Himoglobineisen
freigemacht werden konnte. In diese Gruppe gehort das Exsudat und
das Blutplasma. Auch das defibrinierte Blut ist dazu in der Lage.
Der Eisenanstieg richtet sich nach dem Grad bzw. der Schnelligkeit
der Hamolyse, bei schnell einsetzender Erythrocytenauflésung wie
beim Exsudat steigt der Eisengehalt wihrend der Beobachtungszeit
kontinuierlich, anndhernd geradlinig, d. h. in linearer Abhéngigkeit, an,
wihrend er im unbehandelten citrierten Vollblut bis zur sichtbaren
Himolyse langsam, danach aber schnell zunimmt. Das besagt, daB
erst nach Aufldsung der Brythrocyten das Ham erschlossen werden
kann. Dieser Vorgang ist augenscheinlich nur heterolytisch moglich,
jedenfalls ergeben sich fiir eine autolytische Komponente keine ge-
sicherten Anhaltspunkte.

Diese mit Hilfe der Eisenbestimmung erzielten Resultate schienen
uns so wichtig, daBl wir sie durch methodisch andere Untersuchungs-
verfahren zu erhdrten trachteten *.

Der Blutfarbstoff gehdrt wohl zu den meiststudierten Stoffen, und
ein betrichtlicher Teil der Kenntnisse, die wir von ihm besitzen, wurde
spektroskopisch gewonnen. Gerade fiir die Differenzierung des eisen-
haltigen und eisenfreien Farbstoffanteiles des Himoglobins leistet die
Bestimmung der quantitativen Absorptionsspektren vorziigliche Dienste.
Es stand uns allerdings nur ein einfaches KrrcEHOFF-BUNSENsches
Spektroskop zur Verfiigung, das sich fiir diesen Zweck als unzuling-
lich erwies. Wir benutzten statt dessen das Spektralphotometer des

* Anmerkung bei der Korrektur: Die Methode der Eisenbestimmung wurde in-

zwischen weiter ausgebaut und zur Bewertung von Trans- und Exsudaten heran-
gezogen. Siehe Arbeit MassHOPF-GrANER: Klin. Wschr. 1849, im Druck.



129 W. Massaorr, W. GRANER und H. HELLMANS:

ZeiBschen Stufenphotometers (nach PULFRICH), iiber dessen universelle
Anwendungsmdglichkeiten das Buch von HETLMEYER iiber ,,Medizinische
Spektrophotometrie®* erschépfend Auskunft. gibt.

Wird das Hamoglobin in einem Teil der eben besprochenen Ver:
suche offensichtlich nicht in seinem Farbstoffdnteil alteriert, in dem
~anderen Teil jedoch das Eisen aus dem Blutfarbstoff abgespalten,
~dann muB in dem letztgenannten Falle ein neuer Korper entstehen,
namlich das ~Porphyrin

32 / | odereineihm nahestehende
28 : /| Substanz. Im Falle des
‘ / Auftretens von Porphyrin
24 ‘ - - muBte ein sehr charakte-
‘ ristisches Absorptionsspek-

40 ' / ’ - trum zu erkennen sein.
16 <~ Die orientierende Vor-
A \ bestimmung der verschie-
12 . denen Hamolysate im
26 / / ‘ \\ - KircHHOFF - Buxsenschen
ol /' ~N Spektroskop zeigte, daB
oY | ~ nur einige wenige Absorp-
0 " tionsspektren eine Rolle

875 S S66 S61 S57 Sa3 550 S47 S43 spielen konnten. Die f est-
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Abb. 1.  Stufenphotometrisch, gewonnene Absorp- maxima deuteten auf das
tionskurven von Oxyhimoglobin, reduziertem Oxvha 1obi 'b
Himoglobin und salzsaurém Porphyrin. Normal- xyhémoglobin bzw. redu-
kurven. Oben Oxyhémoglobin, Mitte reduziertes- gierte Hémoglobin und
Hamoglobin, unten Porphyrin.

Porphyrin hin.

Zur genaueren Differenzierung nahmen wir Absorptionskurven im
Stufenphotometer auf und gingen so vor, daB die Kurven priparierter
Losungen bestimmt und den nachfolgenden vergleichenden “Unter-
suchungen zugrunde gelegt wurden. Die- Abb.1 gibt die Absorp-
tionskurve von Oxyhimoglobin, reduziertem Hémoglobin und salz-
saurem (5%) Porphyrin wieder. Auf der Abszisse sind die jeweilig
benutzten Filter des Stufenphotometers und darunter die wirksamen
Filterschwerpunkte in mu angegeben, in der Ordinate die Extink-
tionswerte. Die erzielten Absorptionskurven entsprechen im wesent-
lichen, d.h. in ihren Absorptionsmaxima den von HEILMEYER u. a.
mit viel exakterer Methodik ermittelten. Es kam uns in-erster Linie
auf einen moglichst exakten Vergleich an von Spektren bestimmter
Lésungen mit solchen von zu identifizierenden Losungen; einer mog-
lichst prizisen Darstellung der spezifischen Absorptiohsspektreh standen
von vornherein apparative Méingel im Wege, abgesehen davon, dafB
die von uns untersuchten Losungen keine reinen Losungen, sondern
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Gemische darstellten. So kommt z.B. das Minimum zwischen den
beiden bei 576 und 540 my liegenden Maxima des Oxyhimoglobins

nicht zur Darstellung, weil
fiir das bei 560 my gelegene
Minimum (nach HEILMEYER)
kein geeignetes Tilter zur
Verfiigung stand.
Vergleicht man die von
den verschiedenen Versuchen
angefertigten Spektren, die
als priméire Absorptions-
spektren angesprochen wer-
den miissen, da sie von
den Originallésungen, d. h.
ohne Zusatz von chemischen
Agentien (mit Ausnahme des
reduzierenden Na,S,0,) ge-
wonnen sind, so ergeben sich
in der Tat zwei charakte-

rigtische Typen, der eine Typ .

reprisentiert nach vorausge-
gangenem Schiitteln an der
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Abb. 2, Absorptionskurve von Transsudaterythro-
cytengemisch nach 10 Tagen. (Kein Eisenanstieg,
keine Fluorescenz.) Obere Kurve nach. Schiitteln
in Lutt = Oxyhamoglobin. Untere Kurve nach
Reduktion mit Na,;S$,0,.

Luft das Spektrum des Oxyhédmoglobins, nach Reduktion mit Na,S,0,
1aBt sich das Spektrum des reduzierten Himoglobins erzielen. Der

andere Typ ergibt das Ab-
sorptionsspektrum des+Por-

phyrins, das sich auch nach -

Reduktion praktisch nicht
verindert. In dem Ver-
suchen 1—8, die nach dem
Verhalten des Kisens  ein
weitgehend unverdndertes
Héamoglobinhatten erwarten
lassen, entsprechen die Ab-
sorptionskurven denen des
Oxy- bzw. reduzierten Héa-
moglobins (mit Ausnahme
des Trypsinversuches, bei
dem infolge Himatinbildung
ein anderes Spektrum erzielt
wurde), wihrend bei den
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Abb. 3. Absorptionskurve von Exsudaterythro-
cytengemisch nach 8 Tagen. (Hoéchster Eisen-
gehalt. 320 y-%, positive Fluorescenz.) Primére
Absorptionskurve oben, untere Kurve nach
Reduktion.

Versuchen 9—13 ein Porphyrinspektrum gewonnen wurde. Die Abb. 2
zeigt das spektroskopische Verhalten des Blutfarbstoffes im Transsudat
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(Versuch 4) nach 10 Tagen, zum Vergleich in Abb. 3 die Kurven
vom Exsudat.

Eine wichtige Unterstiitzung erfihrt dieses spektrophotometrisch
ermittelte Resultat durch die Fluorescenzuntersuchung. Von den
Abkémmlingen des Blutfarbstoffes zeigen nur das Porphyrin und von
den Gallenfarbstoffderivaten das Urobilin und das Mesobilirubinogen
eine Fluorescenz (BorsT-KONIGSDORFFER), wihrend das Himoglobin
und seine eisenhaltigen Derivate nicht fluorescieren, eine Tatsache,
auf die zuerst STUBEL hingewiesen hat. Die Fluorescenzfarbe des
Porphyrins liegt nach Borst und KGNIGSDORFFER allgemein zwischen
Rot und Gelborange. Sie ist abhéngig von der Natur des Ldsungs-

. mittels und der Art des Porphyrins. Alkalische Losungen zeigen eine
carminrote bis rotlichorange, saure eine orange bis gelborange Fluores-
cenz. Unsere porphyrinhaltigen Losungen zeichneten sich durch eine
priméire Fluorescenz aus, sie leuchteten, ohne daBl sie mit chemischen
Agentien in Berithrung gekommen waren, rétlichbraunlich, zeigten
aber mit der Dauer des Versuches auBerdem eine leichte Griinstichig-
keit. Die hamolytischen Losungen, in denen, wie angenommen, der
Farbstoff unveriindert geblieben war, leuchteten nicht; Trypsin ver-
andert das Hamoglobin durch Abspaltung des Eiweilanteiles, erzeugt
aber keinen fluorescierenden Kérper.

Damit schien uns .der schliissige Beweis dafiir erbracht, dafi das
Exsudat und das Blutplasma nach der fermentativen Himolyse auch
den Farbstoffanteil des in Losung gegangenen Hamoglobins angehen
und aus ihm das eisenfreie Porphyrin entstehen lassen. Das Trans-
sudat besitzt -diese Fiahigkeit iiberhaupt nicht. Citriertes Exsudat
und Blutplasma verlieren diese Eigenschaft nach Hitzeinaktivierung.
Die Griinstichigkeit des Fluorescenzeffektes scheint ebenso wie das
spektroskopische Verhalten im kurzwelligen Bereich des Spektrums
dafiir zu sprechen, daB das Auftreten von Porphyrin im Experiment
wenigstens unmittelbar iibergeht in die Bildung von Gallenfarbstoffer
Wir sind dieser Frage aber nicht weiter nachgegangen.

Die vorliegenden Untersuchungen, die auf das Ziel abgestimmt
waren, die biologische Differenziertheit von Transsudaten und Ex-
sudaten zu bestimmen, haben iiber den urspriinglichen Zweck hinaus
infolge der Verwendung von Erythrocyten als Versuchssubstrat auch
einen Einblick gestattet in die Bedingungen und Vorginge des Ab-
baues von roten Blutkorperchen.

Wir kniipfen hier gleich an die¢'vieldiskutierte Frage an, ob Erythro-
cyten im stromenden Blut einen Abbau erfahren kénnen, d. h. ob das
fliissige Blutmedium in der Lage ist, sie zu zerlegen ohne unmittelbare
Mitwirkung von Zéllen. Auf die erneute Diskussion der an anderer
Stelle (MassHOFF®) bereits besprochenen verschiedenen Auffassungen
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kann hier verzichtet werden. Wir mdchten in den jetzt vorgelegten
Versuchsergebnissen eine neue Stiitze fiir die prinzipielle Moglichkeit
des Erythrocytenabbaues im stromenden Blut sehen, denn die Versuche
haben gezeigt, daB das Plasma Stoffe besitzt, mit deren Hilfe allein
der Abbau vorgenommen werden kann. Damit ist also die Frage zu
beantworten moglich, wie abgebaut werden kann, viel schwieriger ist
aber eine Antwort darauf zu geben, warum der Erythrocyt abgebaut
wird. Gewisse Schliisse lassen sich aus den Versuchen auch fiir diese
Frage ziehen. Es scheinen erst bestimmte Bedingungen erfiillt sein
zu miissen, bevor der eigentliche Abbauvorgang eintreten kann. In
unseren Modellversuchen sind solche Bedingungen offensichtlich ge-
geben, wenn man die spét einsetzende Hémolyse des Vollblutes mit
der beschleunigten nach der Kreuzung von Blutplasma und Erythro-
cyten vergleicht. Dabei scheinen Individualeigentiimlichke'ten des
Blutes von Bedeutung zu sein, fiir deren tatséchliches Bestehen wir
frither schon experimentelle Beweise erbracht haben (MassHoOFF?).
Solche Individualfaktoren kémmen fiir transfundiertes Blut von Be-
deutung sein, fiir den normalen Blutabbau sind sie aber sicher bedeu-
tungslos. Der Vergleich zwischen Vollblut und gekreuztem Blut kann
also die Ursache oder einen Faktor aus dem Ursachenkomplex be-
leuchten fiir die Tatsache des schnellen Abbaues des Transfundates,
andererseits 148t sich an Hand dieser Befunde fiir die physiologischen
Abbauverhiltnisse die Frage diskutieren, ob mnicht zwischen den
Erythrocyten und ‘dem ihnen entsprechenden Plasma bestimmte
Beziehungen bestehen, etwa in dem. Sinne, dal die Erythrocyten
normaliter iiber gewisse Schutzvorrichtungen gegeniiber den zum
Blutzerfall befshigten Plasmastoffen verfiigen. Ein solcher Schutz
koénnte aber nur beschrinkt sein, da ja der Zerfall der Erythrocyten
eine unabinderliche Tatsache ist. Die Frage nach dem Warum des
Zerfalls ist damit aber noch keinen Schritt der Beantwortung niher
gebracht.

Nach dem Gesagten sind an dem fermentchemisch deutbaren
Abbau im stromenden Blut die zwei Partner Erythrocyten und Plasma
beteiligt. In welcher Weise das Plasma in das Geschehen eingreifen
kann, wurde bereits dargetan, wie verhilt sich aber der zweite Partner ?
Wir haben frither schon betont (Massmorr), daf die Stérung der
Membranfunktion fiir das Schicksal des Erythrocyten von entschei-
dender Wichtigkeit ist, und nahmen an; daf aus im Erythrocyten selbst
gelegenen CGriinden, etwa infolge von Alterung der Kolloide, die
Membran ihre Funktion einstellt. Neuere Untersuchungen, besonders
von amerikanischer Selte, haben in den Erythrocyten eine Reihe von
Fermenten ergeben, mit deren Hilfe der endogene autolytisch bedingte
Zerfall leichter erklirbar wird. AuBer der schon linger bekannten
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Phosphatase (BAMANN und MEISENHEIMER) wurden von TAUBER 1941
die Lipase und verschiedene Esterasen, von LINEWEAVER und JENSEN
1945 die Urease und die Kohlenséureanhydratase und von STETTEN
1947 koblenhydratspaltende Fermente nachgewiesen. Ihr Vorhanden-
sein macht es leichter verstindlich, daB Erythrocyten in indifferenten
und fermentativ inaktiven, aber sonst ihnen geméBen Medien all-
mihlich autolytisch ziugrunde gehen. Der autolytische Zerfall geht
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Abb. 4. Stufenphotomeirisch verfolgter Verlauf der Himolyse. Rechte Kurve: Koch-

salzerythrocytengemisch. Linke Kurve: Exsudaterythrocytengemisch. Die gestrichelten
Linien bezeichnen den Beginn der mit bloBem Auge sichtbaren Hamolyse.

viel langsamer vor sich als der heterolytisch bedingte. ROSSLE ist.zu
gleichen Feststellungen gekommen. Verfolgt: man den Verlauf der
Héamolyse photometrisch und stellt ihn graphisch dar, so resultiert
eine Kurve, wie sie die Abb. 4 fiir das NaCl und das Exsudat-Blut-
korperchengemisch zeigt. S#émtliche Gemische présentieren diesen
Kurventyp, die heterolytisch himolysierenden lassen nur die Kurven
steiler verlaufen. Auf die biologischen Verhiltnisse iibertragen be-
deutet dieser Befund, daBl die Hamolyse in solchen Losungen, die aktiv
zur Hémolyse fithren konnen, die Summe von heterolytischem und
autolytischem Zerfallsanteil der roten Blutkdrperchen ist. Den hetero-
lytischen Anteil'haben wir in unseren Versuchen zu variieren vermocht, -
der autolytische ist unbeeinfluBbar geblieben. Jin derartig komplexes
Geschehen wird wahrscheinlich auch fiir den physiologischen Blut-
abbau zutreffen, wann aber- und warum letzten Endes dieses Geschehen
Platz greift, 168t sich vorerst noch nicht sagen. Mit der Annahme, da8l
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am Erythrocytenzerfall unter physiologischen Bedingungen ein endo-
und ein exogener Faktor beteiligt ist, ergeben sich als Grund fiir den
Abbau folgende beiden Moglichkeiten: entweder beginnt die Auf-
1osung des Erythrocyten bereits unmittelbar nach AusstoBung seines
Kernes, und in der Bluthahn wird der endogen eingeleitete Abbau,
unterstiitzt durch den exogenen, langsam fortgesetzt bis zur volligen
Auflésung; eine solche Annahme wiirde allerdings voraussetzen, dal
der Erythrocyt trotz des eingeleiteten Abbaues seinen physiologischen
Aufgaben mnoch gerecht werden koénnte. Oder die Entfaltung der
endogenen und exogenen Abbaukrifte wird durch einen besonderen
zusitzlichen Schutzmechanismus hintangehalten, bei- welcher An-
nahme aber gleich zwei neue Unbekannte auftauchen, ndmlich welcher
Art. dieser Schutzmechanismus sein soll und aus welchen Ursachen er
unwirksam wird. Zu der Annahme solcher Schutzvorrichtungen
kommen auch Dorsansgr und Koo, sie fordern diese Vorrichtungen
fiir das Himoglobin auf Grund ihrer Feststellung, daB in vitro, offen-
sichtlich aber nicht intravasal, das Serum eine starke Aktivitit gegen
Hamoglobin entfalten kann. /

Das Schicksal des Blutfarbstoffes ist dfters Gegenstand von Experimental-
studien gewesen, hauptsichlich wurde der Einflufl isolierbarer biologischer Sub-
stanzen wie Blutplasma, Organextrakt, Organbrei, Blutzellen, Gewebskultur und
anderes auf Hamoglobin im Reagensglas untersucht, aber unseres Wissens noch
nicht dem Verhalten von Ex- und Transsudat gegeniiber dem Hiamoglobin nach-
gegangen. Dorsanskr und Kocm geben eine Ubersicht tiber die einschligigen
Arbeiten. Die Genannten haben sgich auch selbst experimentell mit diesem Pro-
blem befaBt und den Einflull von Zellkulturen und Blutserum auf den Farbstoff
gtudiert. Eine Fibroblastenkultur oder eine Kultur von Milzgewebe verandert
nach Doryanskr und Kocn das zum Néhrboden zugesetzte Hamoglobin und 148t
Methimoglobin entstehen, durch Gewebsextrakte wird die eisenhaltige Gruppe aus
dem Hamoglobin abgespalten. Hg ist von besonderem Interesse im Zusammen-
hang mit unseren Untersuchungen, dafl Dornsansgr und Kocr den Nachweis
einer Gallenfarbstoffbildung aus Hamoglobin erbringen konnten, ohne daB
dabei nach Anlage ihrer Versuche irgendwelche Zellen beteiligt waren. Ferner,
daB sie. auch eine Beeinflussung des Hamoglobins durch das Blutserum fest-
stellen: konnten. Spektroskopisch verfolgbar wandelte sich das Hamoglobin
im Blutgerum in Methimoglobin um, also in die héhere Oxydationsstufe,
auBerdem wird das Hamoglobinmolekiil tiefgreifender verdndert, indem die
eisenhaltige Gruppe abgespalten wird, somit Hamatin entsteht. Diese Fahig-
keit wird von Dorsaxskr und KocH einem himoglobinotoxischen Faktor des
Serums zugesprochen.

Zur Frage, inwieweit sich in vitro Hémoglobin in das eisenfreie Derivat
Porphyrin umwandeln 148t, liegen in der Literatur einige Angaben vor. ScEHUMM
hat in steril aufbewahrtem defibriniertem Blut schon nach einigen Tagen spektro-
skopisch Porphyrin nachgewiesen. Von SceEumM, H. FI1sCHER u. a. wird angegeben,
daB unter Einwirkung von Faulnisbakterien Hamoglobin zu Porphyrin abgebaut
wird. ScarrUs und CARRIE experimentierten mit Organextrakten und stellten
fest, dafl der Leberextrakt besonders befihigt ist, aus Haimoglobin Protoporphyrin
zu bilden. Von AsEER und EBNOTEER sowie von Carnvo-Criapo, die mit dem
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gleichen Ausgangsmaterial arbeiteten, wird von einer Porphyrinbildung nichts
erwihnt, sie beobachteten aber, wie DoLIANsKT und Koca, einen gallenfarbstoff-
dhnlichen Korper. Ebenso ist auch bei Dorsaxskr und Kocr von einer Porphyrin-
entstehung nicht die Rede. ScHrEUSs und Carrif fanden, daB auch dann, wenn
die Himoglobinldsung durch -priparativ gewonnenes Hamatin ersetzt wird,
Protoporphyrin gebildet wird. Dieser Effekt soll auf ein eisenabspaltendes Fer-
ment zurlickgehen. Ebenfalls auf eine Fermentwirkung wird ein bei mehr alkali-
scher Reaktion auftretender, aus Leberbrei und Hémoglobinlésung gebildeter
- Farbstoff bezogen der nach seinem Verhalten in naher Beziehung zum Gallen-
farbstoff stehen soll.

Es ist hier nicht der Ort, den Hémoglobinabbau im allgemeinen und
die Gallenfarbstoffbildung im besonderen zu erértern, es sei zu diesem
Zweck auf die ausgezeichnete Ubersicht von DursBERG und auf die
Arbeit von M. ENGEL verwiesen. -Angemerkt sei nur die auch von
DursBERG hervorgehobene Tatsache, daBl der biologische Vorgang des
Himoglobinabbaues grundsitzlich von dem auBerhalb des Korpers
stattfindenden Zerfall des Blutfarbstoffes verschieden ist. Bei Fiulnis
oder autolytischen Vorgingen odet bei kiinstlichen Einwirkungen
tritt eine Trennung in die beiden Komponenten Globin und Himatin
ein. DaB bei bakterieller Zersetzung aus dem Farbstoffanteil als
weitere Derivate Proto- und Deuteroporphyrin entstehen kénnen, ist
durch die Arbeiten von Scuumm bekannt. Protoporphyrin kann nach
den Untersuchungen von H. FiscaER, KAMMERER und KUHENER auch
bei der sterilen Autolyse des Fleisches gebildet werden.

Mit unseren eigenen Untersuchungen haben wir nicht beabswhtlgt
experimentell den iiberaus komplizierten physiologischen Hamoglobin-
abbau zu reproduzieren, es lag uns vielmehr daran, die verschiedene
Wirksamkeit biologischer Substrate gegeniiber Jrythrocyten bzw.
Himoglobin zu zeigen. Mit Hilfe der nachweisbaren Zerstérung der
Erythrocyten bzw. der Umwandlung des Hamoglobins wollten wir
uns des Reaktionsproduktes als eines Gradmessers fiir die Wirksamkeit
der zu priifenden Stoffe bedienen. ‘

Die Untersucher, die sich dem Studium des Hamoglobinabbaues in
vitro widmeten, nehmen iibereinstimmend an, daf das Auftreten von
Himoglobinderivaten an die Anwesenheit und Wirksamkeit von
Fermenten gekniipft ist. Auch in unseren Versuchen muB die Fihig-
keit zur Hamoglobinumwandlung Fermenten zugeschrieben werden,
das geht aus der Tatsache eindeutig hervor, da8 in den Fliissigkeiten,
bei denen durch vorsmhtlges Erhitzen auf etwa 75° erfahrungsgemill

" die. fermentwirksamen Substanzen ausgeschaltet werden, die Eigen-
schaft der Hamoglobinzerstrung . verlorengeht.

Die' Fihigkeit der Himoglobinumwandlung im Sinne der Eisen-
abspaltung kommt in unserer, stets sterile Bedingungen einhaltenden
Versuchsanordnung dem Vollplasma, dem Plasma nach Defibrinierung
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und dem Exsudat zu, sie geht dem nativen Transsudat* und dem in-
aktivierten Exsudat und Plasma ab. Damit wird der beziiglich der
Héamolyse schon hervorgehobene Unterschied zwischen Transsudat
und Exsudat noch wesentlich unterstrichen, es zeigt sich aber ferner,
daB zwischen dem Blutplasma und dem Exsudat hochstens ein quanti-
tativer Unterschied bestehen kann. Der Abbau des Héamoglobins
ist auch experimentell an die vorausgegangene Himolyse gebunden,
in dieser Hinsicht scheint eine weitgehende Analogie zu den physio-
logischen Verhiltnissen zu bestehen, von denen DUEsBERG behauptet,
daBl das Hiamoglobin fiir die Dauer seiner Einlagerung in die roten
Blutkérperchen unantastbar sei. Auch ENGEL fordert als Voraussetzung
fiir den Hamoglobinabbau die Vorherlge Zerstorung des Erythroeyten
und nimmt damit ausdriicklich gegen die Ansicht von BARrAN Stel-
lung, daB eine Offnung des Ham-Ringes auch innerhalb der roten Blut-
kirperchen moglich sei. Das bedeutet eine Ablehnung der auch nach
unseren Versuchen zu verneinenden Moglichkeéit, daBl das Hamoglobin
auf autolytischem Wege abgebaut werden kénne. Der experimentelle
Himoglobinabbau geht wie unter physiologischen Bedingungen hetero-
Iytisch vor sich, wobei aber beide Male verschiedene Reaktionsprodukte
erzielt werden; das kann unseres Erachtens nur daran liegen, dal} die
physiologischen Vorginge mit ihren komplex ineinandergreifenden
~ férdernden und hemmenden Faktoren, die sich aus der gestaltlichen
und funktionellen Einheit der jeweiligen Systeme ergeben, im Reagens-
glas nicht reproduzierbar sind. Das &ndert indessen nichts an der
experimentell erwiesenen verschiedenen stofflichen Zusammensetzung
und Wirksamkeit der hier in erster Linie interessierenden Trans- und
Exsudate, die — unter gleichen Bedingungen gepriift — am gleichen
Substrat zu ganz differenten Reaktionsprodukten gefithrt haben.

Besprechung.

Durch einen wesentlichen Gehalt an Fermenten also ist das Exsudat
gekennzeichnet und unterschieden vom Transsudat. Diese Feststellung
ist geeignet, das Wesen einiger pathologischer Vorgiinge dem Ver-
stdndnis niherzubringen. Dafl die Fermente zu den beherrschenden
Stoffen des Lebens unter gesunden wie krankhaften Bedingungen
gehoren, braucht ebensowenig besonders betont zu werden wie die
Tatsache, daB ihr Vorkommen ubiquitér ist. Fir die Zustiinde, die
unter krankhaften Bedingungen mit dem Austritt von Blutflissigkeit
aus dem (efiBsystem verbunden sind, wie bei der Transsudation und

. * Anmerkung bei der Korrektur: Die seit AbschluBl dieser Arbeit fortgefiihrten
Untersuchungen haben ergeben, daBl die Fiahigkeit zur Hamoglobinzerstorung
nur bestimmten Transsudaten vollig abgeht. (MassHOFF-GRANER, Khn Whschr.
1949, im Druck. .

Virchows Archiv. Bd, 317. 9
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Exsudation, ist die Frage aber durchaus nicht entschieden, welche
Mengen von im Blute zweifellos iiberreichlich vorhandenen Fermenten
gleichzeitig dem Gefal} entstromen. Die Bedeutung dieser Frage zelgt
sich deutlich am Problem der serdsen Entziindung.

Die Erorterung der Trans- und Exsudation fithrt unmlttelbar in
das Gebiet der -Permeabilititspathologie. Der Austritt des ,eiweif3-
armen‘’ Transsudates und. des ,,eiweiBreichen’* Exsudates, im Resultat
bedingt durch die Beziehungen von Blutbahn und umgebendem
Gewebe, ist gebunden an den Zustand der Capillare, in spezie ihres
Endothels, dessen Funktion sich nach der Art dieser Beziehungen
richtet. Dieses Endothel mu8 sich anders verhalten, wenn die Blut-
flitlssigkeit etwa aus Griinden des onkotischen Druckausglelches oder
wenn sie bei Anwesenheit eines bakteriellen Prozesses die Blutbahn
verlaft. Die Bildung von. ,,entziindlichem‘ Odem des letztgenannten
Beispieles geht unter dem Einfluf} der Zirkulationsstérung vor sich, zum
- Wesen der gestorten Zirkulation gehort aber nicht nur eine Anderung
der Stréomungsgeschwindigkeit im Bereich der terminalen Strombahn,
sondern annehmbar auch ein besonderes Verhalten des Endothels. Dieses
mul} ndmlich Elemente des Plasmas permeieren lassen, die ausweislich
unserer. Versuche qualitativ den im Gesamtplasma vorkommenden
entsprechen. Einen anderen Durchlissigkeitsgrad muB indessen das
Endothel bei der Transsudation besitzen, da das Transsudat sich durch
das Fehlen hochwirksamer Stoffe des Plasmas wie.des Exsudates aus-
zeichnet. Unter diesen Stoffen befinden sich Fermente, also Eiweili-
korper. Alle Fermente sind, soweit man sie zu isolieren vermochte,
wasserlosliche Proteine, und alle, bei denen der Reaktlonsmechamsmus
bisher aufgedeckt werden konnte, sind zusammengesetzte Proteine,
sog. Proteide (KuBowirz). Die Molekulargewichte der bisher isolierten
Fermente liegen zwischen 17000 und 500000. Das Auftreten hoch-
molekularer Substanzen im Exsudat bat also zur Voraussetzung, daB
die Durchlissigkeit des Endothelrohres so abgewandelt sein muB,.
dal die zuvor im Blutplasma befindlichen Stoffe auch tatséchlich in
nennenswerter Menge permeieren kénnen. Beziiglich der Wirksamkeit
des Blutplasmas, auch nach seiner Defibrinierung, und des Exsudates
hat sich in unseren Versuchen eine weitgehende Parallelitit ergeben,
die beiden Flissigkeiten unterscheiden sich offenbar nur in quanti-
tativer Hinsicht. Worauf die besondere Anreichérung hochmolekularer
Stoffe im Exsudat zuriickgeht, ist eine Frage, iiber die wir nichts aus-
zusagen vermogen. ‘ '

Der formal einheitlich erscheinende Permeationsvorgang erweist
sich als ein Phinomen, das — erst im submikroskopischen Bereich
oder mit indirekter Methodik einer genaueren Analyse zuginglich —
je nach den vorherrschenden Bedingungen abgewandelt werden kann.
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Denn der jeweilige Grad der Durchléssigkeit der Capillaren und in
Abhingigkeit davon die Qualitit des Permeierten entscheidet, ob das
Ergebnis der gednderten Permeabilitit den Charakter eines Exsudates
oder Transsudates besitzt. ‘

Mit der Frage, wodurch die Funktion des Endothels bzw. die
Qualitit des Permeates bestimmt wird, wird die kausale Seite der
gesteigerten Permeabilitit beriihrt. Sie liBt sich unseres FErachtens
am besten erliutern am Beispiel der serdsen Entziindung, trotz ihrer
auch heute noch umstrittenen Bedeutung. ROSSLE selbst hat in-der
AscHOFF-Vorlesung 1943 und bei der Dienstbesprechung der deutschen
Pathologen 1944 seinen Standpunkt iber die serdse Entzimdung noch
-einmal umrissen, gegeniibér seinen fritheren Auslegungen prizisiert
urid die serdse Entziindung als eine histo- und kausalgenetisch be-
stimmt gekennzejchnete krankhafte Erscheinungsform gegen die ver-
schiedenen Angriffe verteidigt, andererseits aber auch vor der kritik-
losen Annahme serds-entziindlicher Vorginge gewarnt.

Diese Warnung ist berechtigt, denn nicht jedes zellfreie Permeat
darf als Effekt eines entziindlichen Vorganges betrachtet werden;.
wie andererseits ihm auch nicht jede entziindliche Entstehung ab-
gesprochen werden kann. Die Eroérterung dieses Gegenstandes hat
zur selbstverstindlichen Voraussetzung, dafl die serése Entziindung
als AuBerung einer entziindlichen Reaktion iiberhaupt anerkannt
wird. Nach den exakt morphologisch und biologisch fundierten Er-
lauterungen RoOssLes kann man — ohne den konventionellen Begriff
.. Entziindung® in seiner heute meist gebrauchten Fassung anzutasten —
der serésen Form unter den entziindlichen Vorgéngen ihre Berechti-
gung nicht versagen. Die schwierige histologische Unterscheidbarkeit
von Transsudat und Exsudat stellt sich, wie ROsSSLE mehrfach mit
Recht hervorgehoben hat, der genaueren Erkennung solcher Ent-
ziindungsformen, die nur mit flissigen Entziindungsprodukten einher-.
gehen, hemmend in den Weg. Eine morphologische Unzulinglichkeit
kann indessen aber nicht die Tatsache verhiillen, daB Transsudation
und Exsudation zwei verschiedene Prozesse sind, bewertet nach den
sie verursachenden Faktoren und nach dem von uns erwiesenen, deut-
lich unterschiedenen Charakter des Ergossenen. Der Fliissigkeitsaus-
tritt aus den Capillaren mag uns formal als einheitlicher Vorgang
vorkommen, in Wirklichkeit ist dieser Vorgang aber nur scheinbar
einheitlich, denn die verschiedenen zur Permeation fithrenden Bedin-
gungen fithren zu Modifikationen des Permeationsvorganges in Ab-
hingigkeit von dem jeweiligen Verhalten der Capillare. Wie wére es
sonst erkldrbar, daB das unter entziindlichen Gegebenheiten auf-
tretende Permeat ganz andere Folgen zeitigt als der tramssudative
ErguB. Die Verschiedenartigkeit der Folgen von Transsudation und

g%
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Exsudation darf deshalb auch auf eine verschiedene Verursachung
schlieBen lassen.

Die Ursachen der abgeénderten Permeation entziehen smh durch-
weg der histologischen Nachweisbarkeit, die Folgen geben sich jedoch
mehr oder weniger eindringlich zu erkennen. Als wesentliches Krite-
rium der serdésen Entziindung hat Rossie die durch den Austritt von
zellfreier Fliissigkeit hervorgerufenen geweblichen Folgeerscheinungen,
wie Zelldissoziation, Desmolyse, Zellmobilisation und tritbe’ Schwel-
lung bezeichnet, damit den Weg gewiesen, morphologisch das Exsudat
vom Transsudat, dem solche Eigenschaften abgehen, zu trennen. Die
aus der morphologischen Analyse gezogenen Schlilsse, daB némlich
Transsudat und Exsudat zwei verschiedene Medien sein miissen, werden’
durch die vorliegenden experimentellen Untersuchungen eindeutig
bekriftigt. Die besondere vom Transsudat verschiedene Qualitit des
Exsudates, niamlich der reichliche Gehalt an Fermenten, Stoffen also,
denen die schidigende Wirkung auf Zellen und Gewebe im wesentlichen
zuzuschreiben ist, hat einen ganz anderen Grad der Durchlissigkeit
und somit ein anderes Verhalten der Capillaren zur Voraussetzung als
bei der Transsudation. Dal die Fermente tatséichlich dem Blutplasma
entstammen und nicht etwa erst jenseits der Capillaren gebildet bzw.
aktiviert werden, mochten wir nach unseren Versuchen als hochst-

wahrscheinlich, wenn nicht gar als gesichert annehmen. Gerade aus:

dem Nachweis von im Prinzip gleich wirksamen Stoffen auch im
Plasma ergibt sich fiir die Durchtrittsweise der berechtigte -SchluB,
daB das Verhalten des Endothels bzw. der Capillaren entsoheldend ist
fiir den Charakter des Permeierten.

Damit riickt der Schwerpunkt der Betrachtung auf die Capillar-
funktion. Wihrend die pathologische Transsudation nur eine Steige-
rung. der physiologischen in dem Sinne darstellt, daB bei gleichblei-
bendem Permeationsmechanismus nur die Quantitit des Ergossenen
erhoht ist, liegt der Exsudation ein Mechanismus zugrunde, der den
Durchtritt eines qualitativ anderen Permeates erlaubt ; wie fiir letzteren
bereits ausgefithrt, handelt es sich bei den-die Blutbahn verlassenden
Stoffen hauptsichlich um EiweiBkorper mit groBerem Molekular-
gewicht. Von der Permeation dieser Art bis zum Austritt von geformten
Elementen bestehen nur gradweise abgestufte Unterschiede. Man hat
kaum Bedenken, in ausgetretenen Zellen des Blutes — ausgenommen
etwa die Himorrhagie auf dem Boden einer gestdrten Kreislauf-
dynamik — ein histologisches Aquivalent fiir eine Entziindung zu
erblicken, mit. welchem Recht striubt man sich gegen die Annahme
einer Entziindung, wenn die Permeabilitit der Capillaren gewisser-
maBen nur um einen biologischen GroBengrad verringert ist, wenn
auBerdem der Austritt von Stoffen der besagten Qualitit einen

N
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unphysiologischen und somit einen krankhaften Vorgang repréisentiert ¢
Diese Vorstellung verstoBt gegen den iibereinkunftsgemifl festgelegten
Begriff ,,Entziindung’‘, denn sie strebt seine Erweiterung an. Das ist
nur méglich unter Bruch der Konvention. Aber sollte das nicht .er-
laubt sein in einer Zeit, in der die Strukturen jenseits der mikrosko-
pischen Sichtbarkeit fiir den Biologen theoretisch wie praktisch: zu-
sehends an Bedeutung gewinnen ?

Die Capillardurchlissigkeit hat man sich also als eine Funktion
der GréBenordnung des Permeierbaren vorzustellen. Die physiologische
und pathologische Transsudation — etwa beim Stauungsergufl —
bewegt sich im Bereich des Niedermolekularen, die Exsudation im
Bereich des Hohermolekularen und umfaBt auch den Austritt geformter
Blutbestandteile. - Die Exsudation aber wird nur bei einem bestimmten
Zustand der Capillaren ermoglicht, der bei der Transsudation nicht
vorkommt. Dieser Zustand wird erzielt durch eine Alteration der
Capillaren, wahrscheinlich unter Einbeziehung und Vermittlung des
Nervensystems, er ist das funktionelle Merkmal entziindlicher Vor-
génge. Die capillire Schiddigung kann ebensogut vom Blut wie vom
Gewebe ausgehen, sie ist in erster Linie Ausdruck krankhaften Ge-
schehens, kann aber auch physiologische Prozesse begleiten, hierfiir
hat RossLE die Bezeichnung ,,physiologische Entziindung® geprigt,
wie uns scheint mit Recht, denn auch dort miissen Stoffe permeieren,
die dank ihrer Fahigkeit zur Auflésung unbrauchbar und unnitz
gewordenen Materials, also zur Gewebsreinigung, offensichtlich Fer-
mentcharakter besitzen. Der Durchtritt von hochmolekularen, das
Exsudat kennzeichnenden Stoffen hat also ein Verhalten der Capillaren
zur Voraussetzung, das unter Bedingungen gegeben ist, die den ent-
ziindlichen adiquat sind. Diesen Uberlegungen aus dem Bereich des
Funktionellen und der Kolloidchemie darf sich der um die Klirung
von Abldufen krankhafter Mechanismen bemiihte Histologe und
Biologe nicht verschlieBen, wenn nicht der biologisch ohnehin un-
befriedigende Entziindungsbegriff Gefahr laufen soll, im Schematismus
zu erstarren. '

Mit der Wirkung von flissigen Korpermedien haben sich schon
frither verschiedene Untersucher beschiftigt. LETTERER sal an Leber-
stiickchen, die in die Bauchhthle der Maus implantiert waren, eine
schnell einsetzende Nekrose in den Randteilen, er fiihrt diesen Effekt
auf einen von aullen eindringenden Stoff zuriick und schlieBt daraus,
daB das lebende Gewebe auch gewebszerstorende Stoffe besitzen muB.
Diese Stoffe kénnen nach Anlage der Versuche von LeTTERER, die
im iibrigen von ROssLE im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen
bestitigt und in einem besonderen Befund detailliert wurden, nur den
Charakter eines Exsudates gehabt haben, d. h. es handelt sich um eine
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Folge entziindlicher Erscheinungen. AuBer diesen fiigen sich auch die
Untersuchungen von ScHURMANN, TERBRUGGEN und WEHNER in den
Rahmen der von uns erzielten Ergebnisse und deren Deutung. Die
genannten Autoren. untersuchten den EinfluB des Blutserums auf
isolierte Organstiickchen in vitro und stellten iibereinstimmend Ge-
websschiden im Sinne der Nekrobiose bzw. der Nekrose fest. Wihrend
ScHURMANN fiir diese Schidigung eine Aktivierung intracelluliirer
Fermente durch die Blutfliissigkeit annimmt, meinen TERBRUGGEN
und WEHNER, daB auBerdem eine unmittelbar schidigende Wirkung
des Serums mitspielen miisse. In diesem Zusammenhange sei auch
auf die Untersuchungen von GUILLERY hingewiesen; die an Gewebs-
embolie, Trans- und Explantaten. aufgetretenen Verinderungen will
GuiLLErY nicht auf Einwirkungen durch die Blutflissigkeit zuriick-
fithren, -sondern als Folgen einer Anoxdmie auffassen. Zu dem mit
den Versuchen von GUILLERY aufgeworfenen Problem hat LETTERER
eingehend im Stoffweehselkapltel der FIAT-Berichte Stellung ge-
nommen.

Zu dieser Frage ergibt sich aus den eigenen Untersuchungen,
daB fiir den Abbau des Erythrocyteninhaltes in vitrq eine Aktivierung
erythrocyteneigener Fermente ausgeschlossen werden kann, die Um-
wandlungen am Blutfarbstoff erfolgen durch Blutplasma und Exsudat
heterolytisch. Damit soll nicht ausgeschlossen werden, daBl in den
Modellversuchen von ScHORMANN, TERBRUGGEN und WEENER wie
" in dem Tierexperiment LETTERERs auch autolytische Prozesse beteiligt
sein kénnen. Die Analyse des Himolysevorganges hat deutlich werden
lassen, -daB die Héamolyse bei gegebenen Bedingungen resultieren
kann aus der Summation von auto- und heterolytischen Effekten. Ahn-
lich wird man sich auch die geweblichen Schiden im Organismus
entstanden ' denken miissen. Stérungen im wechselseitig eng ver-
kniipften Fermentgefiige bestimmter Zell- und Organsysteme sind
wahrscheinlich " die -Ursachen fiir fermentativ verursachte Schiidlich-
keiten tibérhaupt. Im physiologischen Blutmilieu beispielsweise gibt
es annehmbar ebensoviele Hemmstoffe. wie Fermente selbst, dieses
System von Fermenten wird vermitlich in seiner Funktion durch
das Endothel unterstiitzt; wie leicht dieses System in  Unordnung
gebracht werden kann; haben in instruktiver Weise unsere Plasma-
Erythrocytenkreuzungen gezeigt, das ergibt sich ferner aus den besagten
Modellversuchen serumbehandelter Gewebsstiicke. Die Aktivierung
im Sinne der genannten Autoren konnte in dem Fortfall von Hemm-
stoffen zu suchen sein. '

Das Vorhandensein von zell- und gewebsschidigenden Stoffen im
Blute, ihr offenbar angereichertes Auftreten im Exsudat und ihr
Fehlen im Transsudat beweist eindeutig die biologische Verschieden-
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artigkeit des Fliissigkeitsaustrittes aus den Capillaren; die Capillar-
durchlissigkeit ist demnach eine FunktionsiuBerung, die sich nach
den im Blute oder in den Geweben oder in beiden gelegenen Bedin-
gungen richtet. Dabei ist es ohne Belang, ob dieser Regulationsvorgang
mit -oder ohne Vermittlung des Nervensystems vor sich geht. Nach
dem Grad der Reizintensitit regelt sich die Funktion; stirkere Reize,
wie sie bei entziindungserregenden Bedingungen vorkommen, gestatten
offensichtlich erst den Durchtritt besonders wirksamer hochmole-
kularer Stoffe und konnen zum Exsudat, einer besonderen Form der
morphologischen Entziindungserscheinungen, fiihren. Darauf beson-
ders hinzuweisen scheint uns deshalb nétig, weil in neuerer Zeit von
ZoLLINGER der Vorschlag gemacht wurde, die serdse Entziindung
nicht dem Entzindungsbegriff unterzuordnen, sondern alle Prozesse,
deren Kennzeichen die Aufhebung der Blut-Gewebsschranke ist, als
Dysorosen zu bezeichnen. Dysorie ist ein umfagsender Begriff, wir
miissen darunter mit SCEURMANN und ROssLE alle Formen der Per-
meabilitdtsstérung verstehen, da aber Permeabilitdtsstorungen ver-
.schieden nach ihren Ursachen und ihren Folgen sind, ist der Name
Dysorose als einheitliche pathogenetische Bezeichnung falsch und
daher abzulehnen. ’

Zusammenfassung,

1. Ausgehend von der in fritheren Untersuchungen getroffenen
Feststellung, dal Erythrocyten durch fliissige Medien abgebaut werden
kénnen, wurde der Einflul von Blutplasma, Transsudat, Exsudat und
isolierten Fermenten auf Erythrocyten gepriift zur Bestimmung des
Grades ihrer Wirksamkeit. ‘

2. Beziiglich der Hémolyse ergibt sich ein deutlicher Unterschied
zwischen dem Transsudat und Bxsudat. Im Transsudat tritt die
Hiamolyse zur gleichen Zeit auf wie in der zur Kontrolle verwandten
NaCl-Losung, das Exsudat hat einen weit stidrkeren himolysierenden
Effekt. Die Wirksamkeit der priparierten Fermente richtet sich nach
dem reaktionsfihigen Substrat im Stromatingeriist der Erythrocyten,
Nuklease ist wirkungslos, Trypsin, Phosphatase und die Cholesterin-
esterase (im Acetontrockenpulver aus Schweineleber) beschleunigen die
Hémolyse. Die hidmolysierende Wirkung aller Lésungen wird durch
Inaktivierung aufgehoben. Die Kreuzung von Erythrocyten und
Plasma bei gruppengleichem Blut fithrt zu einer Beschleunigung der
Himolyse. o

3. Das in Losung gegangene Himoglobin wird durch Exsudat,
durch Blutplasma und durch das. aus der Schweineleber gewonnene
Fermentgemisch weiter abgewandelt. Die genannten Substanzen spalten
Eisen aus dem Himoglobin ab und lassen den stufenphotometrisch
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verfolgbaren Eisengehalt im Versuchsmedium deutlich ansteigen.
Transsudat und die iibrigen Fermentl6sungen besitzen diese Fihig-
keit nicht.

4. Die tatsiéchlich erfolgte Eisenabspaltung aus dem Hiamoglobin
wird spektrophotometrisch mit dem Nachweis eines Porphyrinkérpers
gesichert. Auch die positive Fluorescenz bestéitigt das Vorliegen -
eines' Porphyrins, :

5. Auf Grund dieser Ergebmsse zeichnet sich das Exsudat durch
seinen erheblichen Gehalt an Fermenten aus, die Erythrocyten in
vitro in bestimmter Weise zu zerstéren vermdgen; Fermente von
gleicher Wirksamkeit besitzt auch das Blutplasma, Wahrend das
Transsudat von solchen Stoffen frei ist.

6. Das Schicksal der Erythrocyten in den Versuchsmedien ist eine
weitere Stitze fiir die Annahme der Moglichkeit des Erythrocyten-.
abbaues durch das Blut selbst. Erythrocyten kénnen im Blut hetero-
lytisch zerstort werden, ein autolytischer ProzeB scheint diesen Vor-
gang unterstiitzen zu konnen,

7. An Hand der experimentell nachgewiesenen verschiedenen
Eigenschaften des Transsudates und Exsudates wird das Wesen der
Permeabilitit erdrtert, gerade im Hinblick auf Transsudation und
Exsudation, und daraus der Schlull gezogen, daf} die serése Entziindung
eine besondere, biclogisch - charakterisierte Form der Permeations-
storungen darstellt, die den unter gewéhnlichen entziindlichen Bedin-
gungen auftretenden Vorgéngen gleichzusetzen ist.
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