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1. Spekirale Eigenschaften.

Wenn Wachholz! und Mitarbeiter vor kurzem, auf die spektro-
skopischen Eigenschaften des Methdmoglobins eingehend, die Behaup-
tung aufstellten, daB das Spektrum des neutralen Met-Hb. nur ein-
bandig ist, gekennzeichnet durch den Absorptionsstreifen von 642 bis
615 my, also im Rot, so unterliegen sie einem Irrtum, der geeignet ist,
die Verwirrung in der Literatur wieder aufleben zu lassen, die
Jaderholm? schon 1880 (l. c¢. weiter unten) mit den Worten ge-
kennzeichnet hat: ,,Von den fritheren Autoren, Hoppe-Seyler, Sorby,
E. Ray, Lankaster und Preyer werden dem Met-Hb. von diesen Streifen
bald einer, bald zwei, bald drei, bald alle vier zugeteilt —.* Jdderholm
selbst, der dem ,neutralen Met-Hb. 4 Banden zuschreibt und dem
bekannt war, daB die Bande 2 und 3 der Lage nach mit den beiden
Banden des Oxy-Hémoglobins iibereinstimmten, ohne daB er sie damit
identifiziert hitte, wurde in der damaligen Zeit von Hoppe-Seylerd als
der beste Kenner der spektroskopischen Eigenschaften des Met-Hb.
bezeichnet. Hoppe-Seyler sagt aber auch an gleicher Stelle, ,,wie triige-
risch die spektroskopischen Erscheinungen sind, wenn nicht gleich-
zeitig sorgfaltige chemische Untersuchungen mit ihrer Beobachtung
Hand in Hand gehen, hat sich in zahlreichen Trrungen deutlich er-
kennen lassen.” Darin ist meines Erachtens heutzutage kein Wandel
eingetreten, wie allein die Geschichte der modernen Porphyrinforschung
beweist !

Die moglichen Fehlerquellen bei der Spektroskopie gefiarbter Losun-
gen sind, angefangen vom unterschiedlichen Auflésungsvermdogen ver-
schiedener Spektroskope, wie iiberhaupt der gesamten Qualitdt der
Instrumente, bis zu den Fehlerquellen, die in der spektroskopierten
Losung selbst bedingt sein konnen, sehr mannigfaltig, und selten 148t
sich ein chemischer Korper auch in reiner Lésung durch seine spektralen
Eigenschaften allein definieren. In ungereinigter Losung kénnen spek-
trale Unterschiede zutage treten, da sich die Versuchsbedingungen
nicht konstant halten lassen. Deshalb hat schon die klassische Spektro-
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skopie groBten Wert auf Reinheit der Farbstofflssungen gelegt, und
man hat die Miihe njcht gescheut, erst Farbstoffkrystalle darzustellen,
bevor man das Spektrum des betreffenden Korpers festlegte.

Auch neuere Autoren arbeiteten entweder an krystallisiertem,
dialysiertem oder auf andere Art gereinigtem Ausgangsmaterial, ohne
indes zur Einigkeit iiber die Spektralerscheinungen des Met-Hb. zu
kommen. Heubnert weist ihm im Griin nur eine Bande zu. P. Haris und
seine Schiilerin A. Dénes®, welche an reinem ,,neutralem* und soda-
alkalischem, gelostem Met-Hb. spektrophotometrische Messungen vor-
genommen haben, wollen nur die Banden im Rot (bei 630 mu) und im
Blau (bei 499 mu) fiir das neutrale Spektrum gelten lassen; ebenso
Rost, Franz und Heise?’. Manchot® fand nach spurenweisem Zusatz
von Natriumhyposulfit zu Met-Hb.-Lésungen nur noch die eine Bande
im Rot.

Die gerichtliche Medizin kann als angewandte Naturwissenschaft
weder auf die Beschreibung des spektralen Verhaltens gereinigter Farb-
stofflésungen unter mdoglichst bekannten, also reproduzierbaren Be-
dingungen verzichten, noch sich damit begniigen. Es erscheint nim-
lich fraglich, ob in jedem praktischen Falle iiberhaupt reine Lésungen von
dem zu bestimmenden Met-Hb. méglich sind, ohne es gewaltsam zu
verindern.

Wachholz und Mitarbeiter haben ihre Untersuchungen an einer
»2proz. wisserigen Losung frischen defibrinierten Blutes“ vorgenommen,
der sie Ferricyankalium in Substanz zusetzten. Sie gaben an, daB sie
stets dann, wenn die Umsetzung quantitativ zur Met-Hb.-Bildung
fithrte, nur den einen Streifen im Rot beobachteten, dessen Maximum
nach ihren Angaben im Falle der Symmetrie der Bande bei 628,5 mu
liegen miiBte. Bei ungeniigendem Ferricyankalizusatz soll daneben
noch ,,die Doppelbande des Oxyhimoglobins* sichtbar gewesen sein.

Es liegen keine Angaben iiber die Schichtdicke der untersuchten
Lésungen vor, doch beweist die iiberaus hochliegende Endabsorption
bei 590 mu, daB in viel zu dicker Schicht oder in zu groBer Konzentra-
tion bzw. mit zu hoher Grundabsorption (Ferricyankali!) untersucht
wurde, sonst hitte ihnen die 4. intensive Bande im Blaugriin, deren
Maximum nach verschiedenen Angaben alterer Autoren etwa bei 500 mu
liegt und die ich selbst bei 501,5 mu visuell unter diesen Bedingungen
beobachtet habe, nicht entgehen konnen.

Die Arbeiten von Conant® sowie die von Michaelis und Salomon®,
welche die quantitative Umsetzung zwischen Hb. und Ferricyankalium
in ecinfach molekularem stéchiometrischen Verhiltnis in Stickstoff-
atmosphire gefunden haben und in sauerstoffhaltiger Luft bei 735 mm Hg
keinen besonders grofien Uberschufl an K;Fe (CN), benétigten, scheinen
allgemein nicht bekannt zu sein. Es dauert lingere Zeit, bis eine
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spontane Regenerierung zu Oxyhémoglobin eintritt, die zwar durch
Belichtung katalytisch beschleunigt werden kann, aber lingst nicht in
dem MaBe, dafl bei spektroskopischen Untersuchungen, die der Dar-
stellung des Met-Hb. zeitlich unmittelbar folgen, mit einer merkbaren
Oxyhimoglobinbildung zu rechnen ist.

Eigene Versuche mit 2proz. und 10proz. Losung, sowie mit reinster
Substanz von Ferricyankalium (Fa. Riedel-E. de Haén) fiihrten immer
zu einem vierbandigen Spektrum bei optimaler Schichtdicke, die im Baly-
Gefall von Millimeter zu Millimeter variiert wurde. Man bemerkt eine
starke Linksverschiebung der Endabsorption bei zunehmender Ferri-
cyankalikonzentration,

Der spektrale Typ wird bekanntlich nicht allein durch die Lage
der Bandenmaxima bestimmt, sondern auch durch ihre Beziehungen zu-
einander nach dem Grade der Intensitdt und schlieBlich durch die
Qualititen der einzelnen Banden selbst, die scharf oder verwaschen,
schmal oder breit, symmetrisch oder asymmetrisch sein konnen. Die
im folgenden beschriebenen Versuche zeigen, dafl der spektrale Typ des
Met-Hb., mit Ferricyankali dargestellt, unter diesen Versuchsbedingun-
gen weitgehende Unterschiede aufweisen kann, je nachdem, ob man himo-
lytisches Leichenblut oder frisches, defibriniertes Blut in verdiinnten
Lasungen bzw. gereinigte Blutfarbstoffausziige verwendet, deren pg-
Zahl man im Experiment durch Zusatz von Pufferlésungen nach Be-
lieben variieren, bei ein und demselben Versuch aber in engen Grenzen
konstant halten kann.

Haurowitz11 ist der erste gewesen, der systematisch mit Pufferge-
mischen an gereinigten Met-Hb.-Losungen gearbeitet und gefunden hat,
daB sich Met-Hb. wie ein Indicator verhdlt, der bei py 7 das reine
Spektrum des sauren Met-Hb. zeigt ,,ohne Streifen im Gelbgriin und
Gritn“, in alkalischer Losung bei pg 9 das Spektrum des alkalischen
Met-Hb. Colorimetrische Bestimmungen fithrten ihn zu der Auffassung,
daBl es einc saure (braun gefdrbte) und eine alkalische (rot gefirbte)
Met-Hb.-Komponente gibt, die sich bei wechselnder Wasserstoffionen-
konzentration spektral mischen. Seine spektrophotometrischen Be-
obachtungen hat er nicht nur tabellarisch, sondern auch graphisch auf-
gezeichnet. Beide zeigen die starke Abhingigkeit der Extinktions-
koeffizienten von der Wasserstoffionenkonzentration.

Die Arbeiten von Haurowitz haben in der Gerichtsmedizin noch nicht
diejenige Beachtung gefunden, die sie verdienen. Spektrophotometrische
Werte sind auch nicht so einfach deutbar wie die spektroskopischen
Erscheinungen.

Wenn im folgenden in ganz dhnlicher Weise an gereinigten Blut-
farbstofflésungen unter Zusatz von Puffergemischen in héherer Kon-
zentration als dieses Haurowitz getan hat, das spektrale Verhalten von
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Met-Hb. nachuntersucht wird, so findet die Mitteilung desselben ihre
Rechtfertigung auch in einigen Beobachtungen, die geeignet sind, die
Arbeit von Haurowitz zu erginzen. Seine spektrophotometrischen
Kurven erfahren im Neutralpunkt des Met-Hb. dadurch auch gewisse
Abiéinderungen.

Zu diesen Versuchen wurde der groBe Zeiss’sche Analysengitterspektrograph
fiir Chemiker nach Léwe mit symmetrischem Spalt, eine Punkt-Lichtlampe der
Firma Leitz als Lichtquelle und das Balygefi8 zur Aufnahme der Losungen ver-
wandt. Spaltbreite, wenn nicht im einzelnen besonders angegeben, 0,02 mm.
Schichtdicke der fertigen, 2proz. Losung im allgemeinen 15 mm. In der Tabelle
charakterisiert die Bandenintensitit die Anzahl der Striche unter der Wellen-
lingenzahl. Die Bandenbreite ist durch eine kleine zweistellige Zahl im linken
oberen Eck des betreffenden Feldes ersichtlich. Bandenasymmetrie ist besonders
angegeben.

Das zu diesen Versuchen verwandte Blut war sowohl Eigenblut wie Kaninchen-
blut, welches nach der Entnahme sofort defibriniert, dann durch Zentrifugieren
und mehrmaliges Waschen mit 0,85 proz. NaCl-Losung von den Bestandteilen des
Serums gereinigt und schlieBlich durch Verdiinnen mit Aqua dest. hamolysiert
wurde. Vom Stroma der Blutkérperchen wurde der Blutfarbstoff wiederum durch
scharfes Zentrifugieren weitgehend getrennt. Diese Blutlésung wurde auf 4% der
urspriinglichen. Konzentration gebracht und immer mit gleichen Teilen eines
Phosphat- oder Citratpuffergemisches nach Sorensen versetzt. Pufferkonzen-
tration in der zum Spektroskopieren fertigen Losung bei Phosphatpufferung
ein Dreifligstel molar, bei Citratpufferung ein Zwanzigstel molar.

Tabelle.
pE Bande I | Bande ITa ' Bande II | Bande III | Bande IV atﬁ’;&_! Bemerkungen
Citrat 4,65 . . [5 638,1| — |[etwa 579] /16 542 30 499 | 465 |Ausfallung in weni-
- - gen Min. Schicht-
i i dicke 15 mm
» 511, . |16 638 - [, 578 18 541 501 ' 468 |Schichtdicke 15mm
» 531. . 116 638 — [, 578,6] |13 541,616 502 | 465 desgl.
» 5,96 . . 6_337__,_:3 — [, 579] i 541,5° 1;1 463 desgl.
» 633. . [1B5637 — | B 579 WSs2 | 50L5| 467 desgl.
. 668. . |5 637 — |1y 13 541,9!22, 501 . 467 desgl.
Phosphat6,81. | 6365 — 578 541,5| 502 467 desgl.
» T38. |1226365. — | BB4579 16542 |22 502 469 desgl.
. 804. [15 6359 16 579 |15 542 ]22 502 | 469 desgl.
» 833, |19 6355 [otwa 604]| 1L8 5784 11365415 19 502 | 469 |Schichtdicke 20 mm
. 868, 119636 !5,7 605 | 154 579 i17’6-5-4—2 520,85_@ ! 469 desgl.
Citrat 12,07 . . — 10,2 02,5 | 10,6 578 141 541,3 — . 465 |[Schichtdicke 10 mm
Citrat 1 wenig ! T T i I
Pyridin = — ! 2 i 54=2 s 467 —
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Die Darstellung von Met-Hb. erfolgte mit frischer 10proz., reinster Ferri-
cyankalilssung, von welcher 0,4 cem zu 6 ccm der gepufferten 2proz. Oxyhamo-
globinlgsung zugesetzt wurden. Die Konzentration an Ferricyanionen in der
2 proz. Losung ist also ebenfalls ungefihr ein DreiBigstel molar und steht damit in
betrichtlichem UberschuB zu Met-Hb.

Aus diesen, in vorstehender Tabelle zusammengefaliten Versuchen
ist ersichtlich, daB zwischen pg 5 und py 8 immer ein vierbandiges Met-
Hb.-Spektrum zu beobachten ist. Die Banden IT und III bei 578,5 mu
und 542 mu nehmen mit steigender Wasserstoffionenkonzentration an
Intensitit ab, gleichzeitig nimmt Bande I bei 636,5 my an Intensitit
stark zu, wihrend Bande IV bei 501,53 mu visuell gemessen in diesem
pg-Bereich keine Intensitdtsschwankungen fiir das Auge erkennen laft.

Ist schon bei py = 8,0 die Intensitat der Banden II und III ebenso
grol} wie die von Bande I, so kommt man bei weiterem Sinken der Wasser-
stoffionenkonzentration allmdihlich in die Neutralzone des Met-Hb. Bei
pg 8,33 ist bereits durch Hinzutreten einer neuen zarten schmalen
Bande ITa ein finfbandiges Zwitterspektrum zu beobachten, das bei
pg = 8,68 am deutlichsten ist. Man mifit hier die Bande IIa bei
605 mu. Bei pg = 12,0 liegt ein rein alkalisches Met-Hb.-Spektrum vor.

Die zu beobachtende geringfiigige Verschiebung des Saurebandes
von 636,5 nach 638 mu hat keine Realitit, wie iiberhaupt die visuelle
Beobachtung spektraler Erscheinungen nicht unbedingt dem wahren
optischen Verhalten entsprechen muf.

Weigert12 hat gezeigt, dafl derartige ,,Empfindungsspektren® manch-
mal mit den Extinktionskurven derselben Lésung wenig iibereinstim-
men. Wenn bei wachsender Schichtdicke zwei Banden miteinander zu
verschmelzen scheinen, oder sich ein Maximum verschiebt, so ist das
ein Widerspruch zu dem Gesetz von der Konstanz der Banden. Es gibt
sogar scheinbare Banden (Weigers fithrt das Beispiel einer Permanganat-
16sung mit finf sichtbaren Banden an, denen nur ein wahres Maximum
entspricht), die er als ,,Kontrast- oder physiologische Banden be-
zeichnet. Die Lichtempfindung, die das Auge bei Beobachtung spek-
traler Erscheinungen erhilt, setzt sich aus drei Komponenten zusam-
men: Der Energie der Lichtquelle, der relativen Helligkeitsempfin-
dung des Auges und der Durchlissigkeit der Lésung. Die genaue Lage
wahrer Banden. wird demnach festgelegt durch spektrographische
Untersuchungen zusammen mit spektrophotometrischen Bestimmungen,
die ihrerseits wieder Fehlermdoglichkeiten in sich schlieBen, die man
kennen muf. i ‘ ,

Es erscheint also durchaus verstindlich, wenn bei hoher Grund-
absorption manche Banden véllig iibersehen werden. DaB aber die
Banden II und III des Met-Hb. mit den Oxy-Hb.-Banden gar nichts
zu tun haben, ergibt die Unempfindlichkeit des Oxy-Hb.-Spektrums
gegen die Wasserstoffionenkonzentration in diesem pg-Bereich.



Bemerkenswerte Methémoglobineigenschaften. 117

Eingehende photographische Untersuchungen, die noch durch
spektrophotometrische Untersuchungen der Frginzung bediirfen, haben
mich einstweilen zu der Auffassung gefiihrt, dafl die Bande Ila in
der neutralen Zone keine Kontrastbande ist, sondern, daB sie einem
wahren Maximum entspricht, withrend es sich beim alkalischen Spek-
traltyp vermutlich um eine Kontrastbande handelt, die man deshalb
schon frither zweckmiaBig als Vorschlagschatten bezeichnet hat.

Mit gewisser Zuriickhaltung ist zu verzeichnen, daB einmal das
Saureband bei ungereinigtem Leichenblut bei 628 mu zu beobach-
ten war.

1I. Pyridinverbindungen des Met-Hb. und Hdimoglobins.

Versuch: Die in iiblicher Weise bereitete, auf py = 7,3 gepufferte Met-Hb.-
Lésung wird tropfenweise durch eine Tauchcapillare, die wihrend der Beobachtung
im BalygefdB cingefiihrt wird, mit Pyridin versetzt. Xs erscheint zuerst die
Bande ITa, dann verschwindet Bande 1V, gleichzeitig werden Bande IT bei 578,56 mpu
und Bande IIT bei 542 my besonders intensiv unter Verschwinden der Bande I
und bei allmihlichem UberschuB von Pyridin wandern diese beiden griinen
Banden nach 564 mu und 529 mu. Dieses zweibandige Spektrum hat durchaus
nicht Hamochromogencharakter, da die erstc Bande nicht ganz so intensiv wie
die zweite Bande ist. Nach 12 Stunden ist das Spektrum unverindert, langsamer
Zusatz von Kssigsaurce 1aBt jedoch die sauren Banden des Met-Hb. nicht mehr
in Erscheinung treten, sondern schwicht nur dic Bande bei 564 mu etwas ab.

Durch iiberschiissiges Pyridin erfolgt also Denaturierung, und
zwar 1iBt sich an Hand des spektralen Typs nachweisen, dall es sich
um eine Himinverbindung im Sinne der neuen Nomenklatur1?® handelt.
In Héaminen ist das Porphyrineisen dreiwertig zum Unterschied von
den instabilen Himen mit zweiwertigem Komplexeisen, deren bekannte
Pyridinverbindungen die H&mochromogene sind. Wéihrend letztere
durch dic besondere Intensitit ihrer ersten Bande ausgezeichnet sind,
ist diese bei dem beschriebenen Methdmin-Pyridin viel geringer als die
der zweiten Bande. AuBerdem fehlt die sebr schwache, breite Bande
bei 485 mu, die ich bei Himochromogen in gereinigter Losung immer
gefunden habe.

Versetzt man in gleicher Weise eine 4proz. Oxy-Hb.-Losung mit
gleichen Teilen Pyridin, so tritt zunichst Héimochromogenbildung ein*
(s. Abbildung). Die BandeI bei 557 mu ist besonders intemsiv, die
Bande IT bei 526 my breiter, verwaschener, schwicher und asymme-
trisch. Im Photogramm sieht man auch sehr gut die zarte Bande bei
485 mu. Doch ist das Himochromogen unter solchen Umstinden instabil
und schon nach einer Stunde kehrt sich das Intensititsverhdlinis ohne
Verschiebung der Banden im Griin wm. Die Bande bei 485 mu ver-

_ * Heilmeyer'® erkennt diese Hamochromogenbildung zwar nicht an, nach
seiner  Beschreibung muB ihm aber die Himochromogenstufe entgangen sein.
Er hat nur die Banden des stabilisierten Hamins beobachtet.

Z. 1. d. ges. Gerichtl. Medizin. 25. Bd. 9
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schwindet. Die Spektralerscheinungen dieses Pyridinkorpers® sind
identisch mit dem aus Hamin-Moerner (Merck) dargestellten Pyridin-
Hémin.

Setzt man jetzt Ferricyankali zu, so wandert die erste dieser beiden
Banden nach 564 mp, so daB man auch auf diesem Wege zum Met-
haminpyridin gelangt, das sich also deutlich vom Pyridin-Himin aus
Hb. unterscheidet.

Das grundsitzlich verschiedene Verhalten des Oxy-Hb. und Met-Hb.
erfihrt also dadurch eine besondere Beleuchtung, dafl nur bei ersterem
Hamochromogen als instabile Zwischenstufe erscheint. Die Rolle des
Reduktionsmittels (Hydrazinsulfates) in der diblichen Darstellungsweise
18t also nur eine stabilisierende.

-

Hamochromogen- und Hiaminspektren. Ausgangslésung: 4proz. gereinigte Blutlosung, Schicht-

dicke bei 1. und 4. 8 cm, bei 2. und 8. 10 cm, Analysengitterspektrograph: Spalt 0,025. Spektral-

Rapid-Total-Platten (Fa. I. G. Farbenindustrie), Belichtung: 1. und 4. 45 Sek., 2. und 3. 90 Sek.

Hg-H, = Linien, 1. Hamochromogen aus 2 Teilen Oxy-Hb. + 3 Teilen Pyridin, 2. Spontane

‘Umwandlung in Pyridin-Himin (Aufnahme 30 Min. spiiter), 8. Methaminpyridin aus Met-Hb.
4, Hamochromogen aus Met-Hb,

Man kann auch bei vorsichtigem, tropfenweisen Zusatz von Pyridin
zu Oxy-Hb.-Losungen zeigen, daBl diese zunédchst in das einbandige
Spektrum des Hémoglobing (4 = 555 mu) iibergehen, und wenn man
allméhlich — nicht plétzlich — den Pyridinzusatz vermehrt, erkennt
man die Hamochromogenstufe itberhaupt nicht, es bildet sich vielmehr
gleich das stabilere Pyridin-Himin.

I11. Verhalten gegen Reduktionsmittel.

Wachholz und Mitarbeiter (l. ¢.) haben einen in die Fachliteratur
eingeschlichenen Irrtum damit richtig gestellt, daf sie auf die leichte
Reduzierbarkeit des Met-Hb. wieder aufmerksam gemacht haben, die
schon in den 70er Jahren von Hoppe-Seylers, Jdderholm (l.c.) und
Preyer1s sichergestellt war. Wichtig fiir die forensische Praxis ist
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dabei die ebenfalls seit Hoppe-Seyler bekannte Tatsache der spon-
tanen Reduktion des Mct-Hb. bei natiirlicher Fiulnis dieses Blutfarb-
stoffes und bei aseptischer Autolyse. Demzufolge besteht schliefllich
kein spektraler Unterschied mehr gegeniiber Hamoglobin (Hoppe-
Seyler L c.). Erst recht besteht leichte Reduzierbarkeit in vitro
z. B. mit Ammonsulfid. Preger (I. ¢.) schreibt dariiber 8. 193: ,,Beim
Behandeln mit Ammonsulfid verschwindet auch bei Anwendung ganz
konz. Losung das Met-Hb.-Band (im Rot) augenblicklich.*

Die meistens zur gelinden Reduktion von Oxyhimoglobin verwandte
5proz. Losung von Ammonsulfid ist aus verschiedenen Griinden zur Be-
obachtung des spektralen Ablaufes der Reduktionsvorginge wenig
geeignet. Altere Beobachter erwihnen, indem sic auf dic besonders
leichte Reduzierbarkeit von Met-Hb. hinweisen, daf3 dabei voriiber-
gehend das Oxyhdmoglobin, dann erst das Spektrum des reduzierten
Hémoglobins eintreten soll. Diese Auffassung ist irrtiimlich und erklirt
sich aus einer Verwechslung des zweitbandigen alkalischen M ethdmoglobin-
spektrums mit dem des Oxyhimoglobins.

Verwendet man statt Ammonsulfid Hydrazinhydrat, so kann man je
nach Reaktion des Losungsmittels die Umwandlung mehr oder weniger
intensiv gestalten. So fiihrt es in 10proz. wisseriger Losung das Oxy-
hémoglobin in Hdmoglobin iiber, in Pyridin gelést, erfolgt Umbau zu
Hémochromogen unter Abspaltung des Globins, an dessen Stelle das
Pyridin in den Komplex eintritt, das Porphyrineisen ist dabei zweiwertig.
In Eisessig bewirkt Hydrazinhydrat Umwandlung des Blutfarbstoffes
zu Protoporphyrin.

Uberschichtet man Oxyhidmoglobin mit Ather, um allzu reichlichen
Luftsaverstoffzutritt zu vermeiden, und fiigt zu 5 cem der 2proz. Oxy-
himoglobinlésung 0,5 cem einer frisch bereiteten 10proz. Hydrazin-
hydratlésung, so kann man die Umwandlung in Hamoglobin gewisser-
maBen unter der Zeitlupe betrachten. Es erscheint zunidchst ein Vor-
schlagschatten der Bande 1T (Maximum etwa 541,53 mu), dann die
Hamoglobinbande bei 555 my (so daB voriibergehend ein dreibandiges
Spektrum vorhanden ist). Mit zunchmender Intensitat dieser Bande
verschwinden die Oxyhamoglobinbanden.

Ganz anders Methdmoglobin: Unter gleichen Verhidltnissen ver-
schwinden nach IIydrazinhydratzusatz zwar Bande 1 und IV schlag-
artig, doch erkennt man cine zarte Bande bei etwa 601 my (Bande I1a
= ,,Vorschlagschatten des alkalischen Methiamoglobins!). Bande 11
und IIT werden ganz intensiv, wobei Bande I keineswegs die schmélere
ist wie beim Oxyhimoglobinspcktrum. Nach wenigen Sekunden ver-
schwinden die Banden des alkalischen Met-Hb., und es erscheint dic
Bande des Hiamoglobins. Es ist dabei gleichgiiltig, ob die Met-Hb.-
Lésung vorher auf py - - 5,0 oder pg = 8 gepuffert war. Das Auftreten

g%
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der Bande ITa des alkalischen Met-Hb. kann bei Verwendung von
Ammonsulfid wegen Verwechslungsgefahr mit dem Sulfhdmoglobin-
streifen leicht iibersehen werden, auch ist die Grundabsorption gréBer
und der Reduktionsproze verlauft stiirmischer.

Die Hamochromogenstufe zeigt in den bekannten Banden im Griin
keinen Unterschied, doch ist zu bemerken, daB sich im Blau etwa bei
485 myu eine breite zarte Bande in nicht zu diinner Schicht beobachten
148t. Diese ist bei den mit Ferricyankali dargestellten Met-Hb.-Lo-
sungen als Ausgangsprodukt besonders deutlich, wenn man in der-
selben Schichtdicke und Konzentration untersucht, wie die Met-Hb.-
Losungen selbst. Sie findet sich aber auch bei Oxy-Hb. als Mutter-
substanz angedeutet, ebenso wie bei Met-Hb.-Losungen, die durch Dia-
lyse von iiberschiissigem Ferricyankali gereinigt wurden*.

IV. Ausflockung von Ferricyankali-Methdmoglobin und chemische
Untersuchung.

Setzt man zu 4proz. Met-Hb.-Losungen, die auf 5 com der Lésung
0,4 cem 10proz. Ferricyankalilésung enthalten, die gleiche Menge eines
Phosphat- oder Citratpuffers unter py 5,3 zu, so flocken sie aus, und zwar
um so schneller, je groBer die Wasserstoffionenkonzentration wird. Ferri-
zyankalium ist in Losung nachweisbar.

Oxy- und CO-Himoglobinlésungen bleiben unter gleichen Umstédnden
klar.

Diese Methimoglobinflocken lésen sich gut gewaschen ohne Riick-
stand in Pyridin, wenn man dieses sofort zugibt. Setzt man es jedoch
erst nach einigen Tagen zu, so bleibt ein weiBlflockiger Eiweilriickstand.
In der Pyridinlésung zeigen sich die beiden Banden im Griin, welche
dem Methédmin-Pyridin entsprechen, und diese gehen bei Zusatz von
Hydrazinhydrat in das Hamochromogensprektrum iiber.

Untersucht man aber die oftmals ausgewaschenen Methdmoglobin-
flocken auf die Cyangruppe, so findet man, daf sie mit 2 n H,S0, er-
wirmt, schr viel Blausiure entwickeln. Diese setzt sich mit dem
Schwefel von Polysulfid, mit welchem man ein Filterchen getrénkt und
wihrend des Erwirmens das Reaktionsgefdl bedeckt hat, in Rhodan-
wasserstoffsiure um und ist als Fe(CNS); nachweisbar.

Ganz anders verhalten sich Blutfarbstofflésungen, die nur zum Teil
zu Methdmoglobin umgesetzt sind.

50 cem einer 10proz. gereinigten Oxyhdmoglobinlésung geben einen
Farbumschlag in Braun, wenn man einen Tropfen einer 10proz. Ferri-
cyankalilssung zusetzt. Aber auch nach Zusatz von 5 Tropfen bewirkt
primires Phosphat keine Fallung nach mehrstiindigem Stehen bei 4 5°C.

* Dic Losung wurde liebenswiirdigerweise von Herrn Prof. Haurowitz zur
Verfiigung gestellt,
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Man kann die Ausfallung derartiger Losungen durch Alkoholzusatz
erzwingen. Der flockige Niederschlag ist aber hellrot und zeigt das
Oxyhdmoglobinspektrum. Trennt man die Lésung vom Niederschlag,
80 ist erstere, auch wenn man nur einen Tropfen Ferricyankalilosung
zugesetzt hat, immer ferricyankalihaltig. In das dritte Waschwasser
geht kein Ferricyankali mehr; trotzdem entwickelt der 4mal durch
Waschen und Zentrifugieren gereinigte Niederschlag noch erkennbare
Mengen Blauséure, auch wenn man urspriinglich nur einen Tropfen
Ferricyankali zur Blutldsung zugesetzt hatte*. Die Schwefelsiurelosung
enthélt in letzterem Falle Ferri-Tonen und Ferricyan-Tonen. Hatte man
urspriinglich 5 Tropfen Ferricyankali zugesetzt, so bildet sich auBerdem
in der Schwefelsdure beim Erwirmen Turnbullblau.

Die mir liebenswiirdigerweise von Prof. Haurowifz zur Verfiigung ge-
stellte, durch tagelange Dialyse gereinigte Met-Hb.-Losung aus Pferde-
blut flockt mit steigender Wasserstoffionenkonzentration nicht mehr
aus, doch 148t sich selbst hier noch nach dem oben beschriebenen Ver-
fahren Blausédure aus dem Alkoholniederschlag entwickeln.

Schluffolgerungen.

a) Theoretische Erwigungen: Met-Hb. zeichnet sich vor anderen
Hémoglobinverbindungen durch auffillige spektrale Empfindlichkeit
gegen Schwankungen der Wasserstoffionenkonzentration aus. Ks gibt
eine Neutralzone, in der man ein fiinfbandiges Spektrum beobachten
kann. Bei der Reduktion geht es zunichst in das Hidmoglobin und wei-
terhin in Hémochromogen iiber. Mit Pyridin erhilt man ein Hédmin,
das spektrale Unterschiede gegeniiber Oxy-Hb. nach Pyridinzusatz
insofern erkennen laf(t, als die Zwischenstufe des Hamoglobins und
Himochromogens nicht in Erscheinung tritt. Nach Stabilisierung
der Banden zeigen beide Pyridinhdmine ebenfalls spektrale Unter-
schiede.

Mit {iberschiissigem Ferricyankali tritt eine Ausflockung von Met-
Hb. ein, die bei Gegenwart iiberschiissigen Oxy-Hb. aber auch bei
dialysierten Met-Hb.-Losungen unterbleibt. Man wird also die beob-
achtete Ausflockung wohl auf die eiweiBfillende Wirkung des bei der
Umsetzung gebildeten Ferrocyankalis zuriickfithren miissen.

Wire die Annahme richtig, daBl nur unterschiedlicher Sauerstoff-
gehalt das Met-Hb. vom Oxy-Hb. und Hb. unterscheidet, so wiren
seine genannten Eigenschaften unverstindlich. Sein spektrales Ver-
halten zwingt vielmehr zu Analogien zum Himatin, von welchem ein
saures und alkalisches Spektrum bekannt ist. Die noch vielfach ver-
tretene Annahme, dafl Oxy-Hb. nur durch Reduktionsmittel Hémo-

* Moglicherweise aus Hiamoglobin bei der Einwirkung von H,S80, auf nor-
malen Blutfarbstoff in Form von rotem Blutlaugensalz gebildet.
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globin und dieses ebenfalls nur so in Hamochromogen iibergehen kénne,
ist durch vorliegende Versuche widerlegt. In den gemannten Blutfarb:
stoffverbindungen hat wvielmehr das Porphyrineisen gleiche Wertigkeit,
eine Auffassung, die durch Conrants elektrometrische Titration auf ganz
anderer Grundlage gestiitzt wird, und die zuerst Kiister gedullert hat.
Es zeigt sich, daBl der zweiwertige Eisenkomplex zwar in der Globin-
verbindung, nicht aber in der Pyridinverbindung stabil ist.

Met-Hb. erhidlt man aus Oxy- wie aus Hamoglobin nur durch einen
Oxydationsvorgang unter ev. Entbindung des locker (d.h. nicht durch
eine Hauptvalenz am Porphyrineisen) gebundenen O,. Reduktionsmittel
fithren bekanntlich in vitro am reinen Blutfarbstoff nicht unmittelbar
zu Met-Hb., sondern nur in vivo, sofern sie einen geeigneten Oxyda-
tionsvorgang auslésen, der seinerseits Met-Hb.-Bildung bewirkt
(Heubner). S

An der Dreiwertigkeit des Porphyrineisens im Met-Hb. kann nach
den eingehenden Untersuchungen, die sich in der Literatur finden
(Kiister'® u. a.), kein Zweifel sein. Sein . spektrales Verbalten gegen
Pyridin bestitigt dieses. Damit haben auch jene recht, die behaupten,
Sauerstoff sei im Met-Hb. ,fester gebunden als im Oxy-Hb., da in
ersterem eine freie Hauptvalenz des Ferrieisens zur Verfiigung steht,
der Molekularsanerstoff des letzteren aber héchstens durch Kovalenzen
an Ferrieisen gebunden sein kann. Der Grad mehr oder weniger leich-
ter ,,Reduzierbarkeit’ ist davon unabhingig.

Das hartnéckige Haften des Fe(CN)s-Komplexes am Met-Hb. wird
meist als EinschluB3 angesehen, doch wire wohl auch eine Additions-
verbindung mit Ferrocyankali denkbar. Dieses zu entscheiden ist Sache
der Chemie, doch kommt diesem Umstand wahrscheinlich erhebliche
praktische Bedeutung zu.

b) Praktische Erwigungen: Es kann nahezu als sicher gelten, daB
die zahlreichen Met-Hb.-Bildner im intermedidren Stoffwechsel des
Korpers auf ganz anderem Wege zu Met-Hb. fiithren als im Reagensglas.
Schon Heubner (1. ¢.) kannte die verschiedene Empfindlichkeit ver-
schiedener Spezies gegen sie und fithrt sie mindestens zum Teil auf ver-
schiedenartige Verarbeitung im Stoffwechsel zuriick. Die meisten
Met-Hb.-Bildner fithren in vitro nicht zur selben Umwandlung des
Blutfarbstoffes wie in vivo.

Daher kénnen aus den beschriebenen Laboratoriumsversuchen keine
direkten Schliisse auf das im Leben entstandene Met-Hb. gezogen
werden. ‘

Es wird sich erweisen, ob auch im Organismus ein ebenso zihes
Haften des Met-Hb.- Bildners an diesem stattfindet wie in vitro. Dann
besteht nicht nur die Moglichkeit, den Met-Hb.-Nachweis auf eine
neue, chemische Grundlage, die sich auch beim CO-Hb. als wertvoll
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erwiesen hat, zu stellen, sondern auch das bildende Agens selbst chemisch
am Ort seiner Anreicherung zu erfassen.

Die Ausfithrungen von Lawves'? iiber das Verhalten von Met-Hb.
in der Leiche geben einen Fingerzeig, in welcher Richtung weiter zu
arbeiten sein wird. Man wird dabei der variablen Wasserstoffionen-
konzentration ebenso Rechnung tragen missen wie den Oxydo-Re-
duktionsprozessen in der Leiche,
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