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(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Debrecen.)

Die Rolle des Bilirubins bei der Regulation
der roten Blutkorperchenzahl.

Von
F. Verzar.

Mit 4 Textabbildungen.
( Eingegangen am 19. April 1929.)

Die Zahl der roten Blutkérperchen ist unter gleichen dufleren Be-
dingungen, bei ein und demselben Individuum weitgehend konstant.
Nachdem fortwéhrend rote Blutkorperchen zerstért und andere neu-
gebildet werden, muf} ein Regulationsmechanismus vorhanden sein, der
die Neubildung regelt. Tritt ein Bedarf fiir erhohte Bildung ein, z. B.
nach Blutverlust oder bei Sauerstoffmangel, so miissen hormonale
Wirkungen vorhanden sein, welche zu einer vermehrten Erythropoiese
fithren.

Vielfach wurde nach Erythropoietinen gesucht. Bekanntlich fand Carnot?!
das Serum andmischer Tiere, sowie das von einem O,-Mangel ausgesetzten Tieren,
erythropoietisch wirksam. Ferner wurde neuerdings besonders durch Leake? die
erythropoietische Wirkung von Milzextrakten und Knochenmarkextrakten nach-
gewiesen, wihrend Eddy ® und andere umgekehrt darnach Erythrocytopenie sahen.
Die Erfolge der Leberfiitterung auf die Blutregeneration (Whipple, Robscheit-
Robbins * usw.) seien hier nur kurz erwahnt. Sie gehoren vielleicht in ein ganz
besonderes Gebiet.

Mit den vielfach wiedersprechenden Angaben iiber die Wirkung der
Organextrakte beschiftigt, habe ich mit meinen Mitarbeitern 4,5, 9,7,
festgestellt, daB die Erythropoiese und auch die Erythrocytopenie durch
dieselben Extrakte hervorgerufen werden kann. Wir haben das zuerst
fir Milz bewiesen. Wenn wir kleine Dosen anwandten, insbesondere
wenn wir Tiere mit relativ niedriger roter Blutkérperzahl verwandten,
so trat Erythrocytose ein. Nahmen wir grofle Dosen und speziell Tiere
mit an sich hoher roter Blutkérperchenzahl, so fanden wir regelméBig
eine Abnahme.

Ein und dieselbe Substanz in unseren Extrakten schien also je nach
der Dosis und dem Zustand des Tieres in dieser oder jener Richtung
wirksam.

Zih " ® 9 10 geigte dann, daf man ahnliche zweierlei Wirkung auch mit ver-
schieden grofien Dosen des Serums anédmischer Tiere erhilt und daf diese Wirkungen
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alle auch nach Entfernung der Milz vorhanden bleiben. Die Wirkungen sind also
wohl auf das Knochenmark gerichtet, denn sowohl die Bildung der Substanz, als
die Wirkung kleiner und groBer Dosen gelingt auch nach Milzexstirpation. Ferner
sind alle diese Substanzen ebenso per os, wie subcutan wirksam. Es hat sich
endlich herausgestellt, dall diese zweifache Wirkung auch mit Knochenmark-
extrakten, Lymphknoten und wie es scheint, auch mit Leber zu erreichen ist. Die
therapeutisch wichtige hamopoietische Leberwirkung scheiden wir auch hier aus
unserer weiteren Diskussion aus.

Nachdem in allen Fallen die Wirkung diesen Gegensatz zwischen
kleinen und groflen Dosen zeigte, haben wir angenommen, daBl es sich
moglicherweise in allen diesen Extrakten um dieselbe Substanz handelt
und dachten speziell daran, dal wir es mit Abbauprodukten des Hamo-
globins zu tun haben koénnten 1, 12. Hierfiir sprach, dafl die Extrakte
von Milz und Knochenmark sicher Hamoglobinabbauprodukte enthalten
und dafl Hémoglobin bzw. himolysiertes Blut hé&mopoietisch wirkt
(8. Morawitz'*), dal} ferner nach Anadmisierung eines Tieres eine. post-
hamorrhagische Hamolyse eintritt( Whipple und Hooper 12 ). Wir haben des-
halb zuerst Hamoglobin und Hémin auf ihre erythropoietische Wirkung
geprift und beide, wie schon frither bekannt, wirkungsvoll gefunden.
Nachdem die in der Milz und Leber fortwahrend zerfallenden roten
Blutkorperchen Hamoglobin liefern, welches durch die Zellen des Reti-
kuloendothels in Bilirubin umgeéndert wird (Mann 15 usw.), untersuchten
wir, ob dieses konstante Produkt des Blutzerfalls, das in minimalen,
bei vielen Tieren normal meist nicht einmal nachweisbaren Mengen im
Blut vorhanden ist, als ein physiologischer Reiz der Blutneubildung
wirkt. Wurde Bilirubin Kaninchen per os oder intravends in sehr kleinen
Dosen von 0,5—3 mg gegeben, so zeigte sich eine méchtige Erythro-
poiese, die besonders bei Tieren mit niedriger roter Blutkérperchenzahl
auffallend war. Die Zunahme der roten Blutkorperchenzahl tritt noch
am selben oder am néchsten Tag ein und steigt bis zum 2.—3. Tag.
Die groBten Zunahmen, die wir beobachteten, betrugen 1,4 Millionen in
2 Tagen (Verzdr-Zih, S. 391 Nr. 829, durch 3 mg). Auch beim Bilirubin
zeigte sich aber, daBl grofe Dosen besonders bei Tieren, welche schon
an sich eine hohe rote Blutkérperchenzahl haben, vermindernd wirken,
ebenso wie die Organextrakte usw.

Wir haben das Bilirubin deshalb als einen physiologischen Reiz
der Neubildung von Erythrocyten zu betrachten, als ein erythro-
poietisches Hormon. Inwiefern ihm diese Rolle tatséchlich zukommt,
sei zu Ehren des Altmeisters der Wissenschaft der hormonalen Regu-
lationen hier besprochen.

In Abb. 1 und 2 sind zwei charakteristische Reaktionen abgebildet.
Abb. 1 zeigt Zunahme der roten Blutkérperchenzahl bei einem Tier
mit 5,0 Millionen roten Blutkérperchen (s. Verzdr-Zih 12 S. 391). GroBe
Dosen, 10mg, haben keine Erythrocytose, sondern eine Erythropenie zur
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Folge, wie Abb. 2 bei einem Tier mit 6,0 Millionen roten Blutkorperchen
zeigt (ebenda S. 392).

Morawitz ** hat den Begriff des Blutgleichgewichtes geprigt und
hervorgehoben, dafl derselbe Reiz (Blutlosungen) je nach der Zahl der
roten Blutkorperchen des Tieres zu einer Zu- oder zu einer Abnahme
der roten Blutkérperchenzahl fithren kann. Wir haben das aufler fiir
Bilirubin, Hamoglobin, Hamin, fiir die Extrakte der Milz, des Knochen-
marks und fiir das Carnotserum nachgewiesen. Wenn wir auf Grund
dieser Kenntnisse die von Morawitz im Handbuch der Physiologie,
Bd. 6 auf S. 231 wiedergegebenen Versuche analysieren, so finden wir
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Abb. 1. Abb. 2.

Abb. 1. (8. Verzdr-Zih: Bioch. Z. 205, 391. Vers. I1.) { 0.5 mg Bilirubin per os.
Abb. 2. (1. e. S. 392. Vers. XIV.) 4 10 mg Bilirubin per os.

in diesen eine weitgehende Stiitze unserer Auffassung der Erklarung der
Bilirubinwirkung.

Morawitz hat bei Hunden Lackblut oder Citratblut (Himoglobinlésung) inji-
ziert und dadurch Erythropoiese erhalten. Nachdem wir nun wissen, daBl dabei
aus dem Hiamoglobin, wohl sogleich, Bilirubin gebildet wurde, ist also auch das
eine Wirkung iiber Bilirubin gewesen. Allerdings erklirte er den Befund nicht als
Reizwirkung, sondern faBt seine Versuche so auf, daBl es zum Aufbau von neuen
roten Blutkérperchen verwandt wird *.

In seinen Versuchen an Hunden war bei 5,7 bzw. 5,8 Millionen roten Blutkorper-
chen vor der Injektion, keine Wirkung vorhanden. Hatte das Tier 4,3, 5,4 bzw.
5,5 Millionen rote Blutkérperchen, so trat Erythrocytose auf 5,1, 6,3 bzw. 6,6 Mil-
lionen ein. Hatte dagegen das Tier am Anfang 6,4 Millionen rote Blutkérperchen,
so trat sogar umgekehrt Erythropenie ein. Diese Versuche zeigen dasselbe, was
wir mit Milz und Knochenmarkextrakten publizierten und auch in unseren Bili-
rubinversuchen sahen.

Die Wirkung des Bilirubins ist auch beim Menschen nachgewiesen 16,
Es sind bisher nur wenige Erfahrungen vorhanden und immer nur mit
kurzer Dosierung. Die Erhéhung der roten Blutkérperchenzahl zeigte
sich aber auch hier. Wir selbst haben keine Gelegenheit zu solchen Ver-
suchen.

* In Verbindungen mit den Versuchen von Itami, sowie Whipple und Hopper
denkt aber auch Morawitz an die Moglichkeit von Reizwirkungen. Es scheint aller-

dings klar und geht aus seinen Versuchen hervor, dai, wenn beim anamischen Tier
Blutfarbstoff bendtigt wird, die eingegebene Menge auch eingebaut wird.
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In neuen Versuchen haben wir auch die Wirkung auf die Regeneration
nach Blutentnahme studiert. Bei Kaninchen wurde aus der Ohrvene Blut
entnommen und die Blutkorperchenzahl um etwa 2 Millionen pro Kubik-
millimeter reduziert. Bei 14 Tieren derselben Zucht wurde Blut ent-
nommen. Bei sieben von diesen gaben wir téglich je 2 mg Bilirubin (bei
drei intravends, bei vier per os). Drei gleich groBe Tiere konnten mit
drei ebenso groflen in vollkommene Parallele gestellt werden, weil es
gelang bei jedem Paar die Blutkorperchenzahl genau gleichmifig zu
verringern. In diesen drei gut gegliickten Parallelversuchen 148t sich,
wie Abb. 3 als Beispiel zeigt, deutlich sehen, daB beim Bilirubintier
(Nr. 257) die Regeneration rascher verlauft. In drei anderen Versuchen
war diese Wirkung nur in den ersten Tagen sicher nachweisbar. Eines
verhielt sich refraktdr. Ein weiteres Zeichen der Bilirubinwirkung war
der Fortfall der sekundéren Senkung, welche durch die posthamor-
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Abb. 3. Nr. 257 mit Bilirubinbehandlung. Nr. 267 ohne.
erhielt tdglich 2 mg Bilirubin, ===== normales Kontrolltier.

rhagische Hamolyse bedingt ist. Diese z. B. von Hooper und Whipple (1. c.)
beschriebene nachtrigliche Senkung der roten Blutkérperchenzahl, die
am Tag nach der Blutentnahme eintritt, erschien bei sechs Tieren von
sieben bei gleichzeitigen Bilirubingaben nicht, wihrend sie bei sémtlichen
sechs unbehandelten Tieren stark ausgesprochen war. Sie betrug bei
letzteren durchschnittlich 0,2 Millionen. Demgegeniiber war bei allen
Bilirubintieren am ersten Tage nach der Blutentnahme bereits eine
Regeneration von im Durchschnitt 0,2 Millionen eingetreten, was einen
Unterschied von 0,4 Millionen gegeniiber dem Kontrolltier bedeutet.
Nachdem unsere Bestimmungen nach der Biirkerschen Kolbchenmethode
ausgefilhrt sind, waren sie auf etwa 0,05 Millionen genau. Diese
Unterschiede fallen also durchaus oberhalb die Versuchsfehler. Eine
befriedigende Erklarung scheint zu sein, daf durch die Reizwirkung
des Bilirubins die Regeneration der roten Blutkorperchen so beschleunigt
wird, dafl die ,sekundédre Senkung‘ verschwindet.

Die Wirkung des Bilirubins ist demnach sowohl am normalen Tier,
wie nach Blutverlust bei der Regeneration nachgewiesen. Wenn es
demnach berechtigt erscheint, das beim Blutkorperchenzerfall ent-
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stehende Bilirubin als ein Hormon der Blutkdrperchenbildung aufzufassen,
so ergab sich uns die weitere Frage, an welche Eigenschaft des Bilirubin-
molekiils diese Wirkung gebunden ist ?

Nachstehend bringe ich die Formel des Himins nach H. Fischer
(Formel 1; s. H. Fischer, Handbuch der Physiologie, Bd. 6, 1, S. 190).
Dieses Produkt des Hamoglobinzerfalls (bzw. das Hadmatin) kann nach
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Abb. 4.
1. Hamin (nach H. Fischer: Handbuch der Physiologie Bd. 6, 1, S.190). 2. Himatoporphyrin
(ebenda). 3. Bilirubin (nach H. Fischer 1. ¢. S. 201) jedoch umschrieben zwecks Ableitung
vom Hamin. 4. Bilirubinsédure (1. ¢. S. 200). Umgeschrieben zwecks Ableitung vom Bilirubin.
Hierin entsteht aus I Hématinséiure, aus IT Methyldthylmaleinimid.

c

der Absprengung des Fe zweierlei Umwandlungen eingehen. Es kénnte
aus ihm Hématoporphyrin (Formel 2) werden, wobei der geschlossene
Ring mit vier Pyrrolringen bestehen bleibt, oder es kommt zur Bildung
von Bilirubin (Formel 3), wobei, wie man sieht, an Stelle der ring-
férmigen Bindung eine Doppelbindung der zwei C-Atome tritt. Im
Korper wird unter physiologischen Verhiltnissen Hédmoglobin bzw.
Hématin in Bilirubin umgewandelt.

Um nun einen Einblick in die Natur der hémopoietisch wirksamen
Substanz zu erhalten, haben wir eine Reihe von Produkten dieser Reihe
gepriift und gefunden, daB Hamatoporphyrin (2.) und einige andere
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Porphyrine, wie Athioporphyrin, Mesoporphyrin usw. in nicht giftigen
Dosen unwirksam sind, daf3 dagegen Hamoglobin und Hémin (1.), aus
welchen Bilirubin gebildet wird, ebenso wirksam sind, wie Bilirubin
und ferner, daB neben Bilirubin auch das ihm sehr nahestehende Biliverdin
und Hemibilirubin wirkt. Geht man aber weiter zu tieferen Abbau-
produkten, wie Bilirubinsdure (Formel 4) und deren Spaltprodukten,
Himatinsdure (4. I.) sowie Methylathylmaleinimid (4. IL.), so erhilt
man wieder keine Wirkungen. Demnach ist die erythropoietische Wirkung
an den Bilirubinkomplex gebunden, d. h. wenn wir die Formel von
H. Fischer annehmen, an vier Pyrrolringe, die paarweise durch eine
Doppelbindung verbunden sind. Ob Seitenketten an den Pyrrolringen
auch eine Rolle spielen, dariiber kénnen wir heute noch nichts aussagen.

Bilirubin ist eine sehr labile Substanz die im Kérper leicht Um-
anderungen unterworfen sein kann. Ich mochte das besonders hervor-
heben, denn es scheint durchaus méglich, dal Umwandlungsprodukte
des Bilirubins, diesem nahe verwandt und dennoch unserem Nachweis
entgehend, ebenfalls erythropoietische Wirkungen entfalten, so wie das
bereits vom Hemibilirubin und Biliverdin bekannt ist. Wenn man im
normalen Blut und unter Verhiltnissen, die zu Erythropoiese fiihren,
Bilirubin nicht nachweisen kann, so wird man noch genétigt sein, auch
an diese Moglichkeit zu denken.

Will man sich ein Bild iiber die erythropoietisch wirksame Konzentration des
Bilirubins im Serum machen, so ergibt sich das Folgende. Rechnen wir 100 ccm
Serum bei einem Kaninchen. Erythropoietisch wirksam ist etwa 1 mg. Wiirde
dieses sofort ganz resorbiert, so wire also 1 mg-%/, Bilirubin vorhanden. Nachdem
die Resorption nicht auf einmal geschieht und zugleich auch eine Ausscheidung
zustande kommt, muB also die wirksame Serumkonzentration noch viel geringer
sein. Im Serum unserer Kaninchen ist weniger als 1 mg-°/; Bilirubin normalerweise
vorhanden. Ganninil? fand bei seinen Tieren 1—2 mg-%/,. Die physiologisch wirk-
same Konzentration ist also auBerst gering. Die Resorption von Bilirubin aus dem
Darm ist Gegenstand von Diskussionen gewesen. Wahrend manche sie beweisen
zu kénnen glaubten, gelang das Mann (1. c.) nicht. Die Wirksamkeit unserer Losungen
auch per os spricht aber durchaus fiir eine Resorption, wobei es allerdings zu denken
gibt, daB dieses geringe Plus von in den Darm gelangendem Bilirubin solche Wir-
kungen entfaltet.

Fassen wir zusammen, in welchen Fillen von Erythropoiese daran
gedacht werden muf, dall diese durch Bilirubinbildung bedingt ist.
Als wirksamer Faktor werden Substanzen in Betracht kommen, die:

1. im Korper Bilirubin bilden wie: Hémoglobin, Hamatin, Hamin-,
Lack-, Citratblut. (Evtl. Chlorophyll, Phaophytin [?]),

2. welche Hamolyse bewirken und dadurch zu einer vermehrten
Bilirubinbildung fithren: hamolytische Gifte, wie Benzol (Hajds 18),

3. Organextrakte, welche Blutfarbstoffderivate enthalten (Milz,

Knochenmark).
Inwiefern endlich eine durch eine Reizung des Retikuloendothels
vergroBerte Bilirubinbildung erythropoietische Wirkung haben kénnte,
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ist bisher nicht nachweisbar gewesen. Nur von solchen Reizungen wire
das zu erwarten, welche zu sehr geringer Bilirubinbildung fithren wiirden,
denn bei groBeren Konzentrationen miifite es nach den bisherigen Erfah-
rungen gerade umgekehrt zu einer Hemmung der Bildung von roten
Blutkoérperchen kommen. Es scheint an und fiir sich wahrscheinlich, daf
der Reiz zur Neubildung der roten Blutkérperchen unter den Zerfalls-
produkten derselben zu suchen ist. Unsere Untersuchungen sagen nichts
dariiber aus, ob nicht auch andere Substanzen, als Reiz einer Blutneubil-
dung wirken; sie sind deshalb auch in keinem Gegensatz weder zu den
Erfahrungen von Seyderhelm und Tammann® mit Ergosterin und
Gallensduren, noch mit den Erfolgen der Leberextrakte (Hepatrat usw.).

Zusammenfassung.

Das durch den konstanten Zerfall von roten Blutkérperchen im
Korper fortwiahrend entstehende Bilirubin ist ein starker Reiz. fiir die
Bildung von roten Blutkérperchen. Die Wirkung kommt einesteils bei
Tieren mit normaler Blutkérperchenzahl zustande, andererseits wird
auch die Regeneration beschleunigt.

Die Dosis einesteils und die Individualitit des Tieres andererseits
spielen eine sehr grofle Rolle. Tiere mit hoher Blutkérperchenzahl
reagieren nicht mit einer Erythrocytose, sondern umgekehrt mit einer
Erythropenie, besonders wenn groBle Dosen angewendet werden.

Eine Untersuchung der erythropoietischen Wirkung verschiedener
Hémoglobinderivate zeigt, daf die Wirkung an das Bilirubin bzw. seine
niéchsten Verwandten (Biliverdin, Hemibilirubin usw.) gebunden ist
und daB Zerfallsprodukte wie Bilirubinséure usw. bereits unwirksam
sind. Substanzen, die im Korper in Bilirubin umgewandelt werden,
wirken erythropoietisch, ebenso alle Extrakte, welche Hamoglobinderi-
vate enthalten und ferner Eingriffe, welche durch Héamolyse Bilirubin-
bildung fordern.
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