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Bemerkenswerte Meth~moglobineigenschaRen. 
I .  

Von 
Dozent Dr. med. habil. R. M. Mayer, 

i. Assistcnt am Institut.  

Mit 1 Textabbildung. 

I. Spelctrale Eigenscha/ten. 

Wenn Wachholz 1 und Mi~arbeiter vor kurzem, auf die spektro- 
skopischen Eigenschaften des Meth~moglobins eingehend, die Behaup- 
tung aufstellten, dab das Spektrum des neutralen Met-ttb.  nur ein- 
bandig ist, gekennzeichnet durch den Absorptionsstreifen yon 642 bis 
615 mju, also im Rot, so unterliegen sie einem Irr tum, der geeignet ist, 
die Verwirrung in der Literatur  wieder aufleben zu lassen, die 
Jdderholm 2 schon 1880 (1. c. weiter unten) mit  den Worten ge- 
kennzeichnet hat :  ,,Von den fr i iheren Autoren, Hoppe-Seyler, Sorby, 
E. Ray, Lankaster und Preyer werden dem Met-Hb, yon diesen Streifen 
bald einer, bald zwei, bald drei, bald alle vier zugeteilt - - . "  Jdderholm 
selbst, der dem ,,neutralen" Met-ttb. 4 Banden zuschreibt und dem 
bekannt war, dab die Bande 2 und 3 der Lage nach mit den beiden 
Banden des Oxy-Hi~moglobins iibereinstimmten, ohne dab er sie damit 
identifiziert h~tte, wurde in der damaligen Zeit yon Hoppe-Seyler a als 
der beste Kenner der spektroskopischen Eigenschaften des Met-ttb. 
bezeichnet. Hoppe-Seyler sagt aber auch an gleicher Stelle, ,,wie trfige- 
risch die spektroskopischen Erscheinungen sind, wenn nich~ gleich- 
zeitig sorgfifltige chemische Untersuchungen mit ihrer Beobachtung 
Hand in Hand gehen, hat  sich in zahlreichen Irrungen deutlich er- 
kennen ]assen." Darin ist meines Erachtens heutzutage kein Wandel 
eingetreten, wie allein die Geschichte der modernen Porphyrinforschung 
beweist ! 

Die mSglichen Fehlerquellen bei der Spektroskopie gef~rbter LSsun- 
gen sind, angefangen vom unterschiedlichen AuflSsungsvermSgen ver- 
schiedener Spektroskope, wie iiberhaupt der gesamten Qua]iti~t der 
Instrumente,  bis zu den Fehlerquellen, die in der spektroskopierten 
LSsung selbst bedingt sein kSnnen, sehr mannigfaltig, und selten liiBt 
sich ein chemischer KSrper auch in reiner LSsung durch seine spektralen 
Eigenschaften allein definieren. In ungereinigter LSsung kSnnen spek- 
trale Unterschiede zutage treten, da sich die Versuchsbedingungen 
nicht konstant halten lassen. Deshalb hat  schon die klassische Spektro- 
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skopie grSl3ten Wert  auf Reinheit der Farbstoffl6sungen gelegt, und 
man h a t  die Mfihe nicht gescheut, erst Farbstoffkrystalle darzusteUen, 
bevor man das Spektrum des betreffenden KSrpers festlegte. 

Auch neuere Autoren arbeiteten entweder an krystallisiertem, 
dialysiertem oder auf andere Art gereinigtem Ausgangsmaterial, ohne 
indes zur Einigkeit fiber die Spektralerscheinungen des Met-Hb. zu 
kommen. Heubner ~ weist ihm im Grfin nur eine Bande zu. P.  Hari  5 und 
seine Schiilerin A .  D~nes 6, welche an reinem ,,neutralem" und soda- 
alkalisehem, gelSstem Met-Hb. spektrophotometrische Messungen vor- 
genommen haben, wollen nur die Banden im Rot  (bei 630 m~u) und im 
Blau (bei 499 m/~) ffir das neutrale Spektrum gelten lassen; ebenso 
Rost, ~'ranz und Heise~. Mancho~ land nach spurenweisem Zusatz 
yon Natriumhyposulfit  zu Met-Hb.-LSsungen nur noch die eine Bande 
im Rot. 

Die gerichtliehe Medizin kann als angewandte Naturwissensehaft 
weder auf die Besehreibung des spektralen Verhaltens gereinigter Farb- 
stoffl6sungen unter mSglichst bekannten, also reproduzierbaren Be- 
dingungen verziehten, noch sich damit  begnfigen. Es erscheint n~m- 
lich fraglich, ob in jedem praktischen Falle fiberhaupt reine L5sungen yon 
dem zu bestimmenden Met-Hb. mSglich sind, ohne es gewaltsam zu 
ver~ndern. 

Wachholz und Mitarbeiter haben ihre Untersuehungen an einer 
,,2 proz: w~sserigen LSsung ffischen defibrinierten Blutes" vorgenommen, 
der sie Ferricyankalium in Substanz zusetzten. Sie gaben an, dab sie 
stets dann, wenn die Umsetzung quanti tat iv zur Met-Hb.-Bildung 
ffihrte, nut  den einen Streifen im Rot  beobachteten, dessen Maximum 
nach ihren Angaben im Falle der Symmetrie der Bande bei 628,5 m~u 
liegen mfiBte. B e i  ungeniigendem Ferricyankalizusatz soll daneben 
noch ,,die Doppelbande des Oxyh~moglobins" siehtbar gewesen sein. 

Es liegen keine Angaben fiber die Sehichtdieke der untersuchten 
LSsungen vor, doch beweist die fiberaus hochliegende Endabsorption 
bei 590 m#, dab in viel zu dicker Sehicht oder in zu groBer Konzentra- 
tion bzw. mit zu hoher Grundabsorption (Ferrieyankali!) untersucht 
wurde, sonst h~tte ihnen die 4. intensive Bande im Blaugrfin, deren 
Maximum nach verschiedenen Angaben ~lterer Autoren etwa bei 500 mp 
liegt und die ich selbst bei 501,5 m# visuell unter diesen Bedingungen 
beobachtet habe, nicht entgehen kSnnen. 

Die Arbeiten von Conant 9 sowie die von Michael is  und Salomon 1~ 
welche die quantitat ive Umsetzung zwischen Hb. und Ferricyankalium 
in einfach molekularem stSchiometrischen Verh~ltnis in Stiekstoff- 
atmosphere gefunden haben und in sauerstoffhaltiger Luft  bei 735 mm Hg 
keinen besonders groBen ~berschu~ an K3Fe (CN)e benStigten, scheinen 
allgemein nicht bekannt zu sein. Es dauert  l~ngere Zeit, bis eine 
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spontane Regenerierung zu Oxyh~moglobin eintrit t ,  die zwar durch 
Beliehtung katalytisch beschleunigt werden kann, aber langst nieht in 
dem Ma~e, dab bei spektroskopisehen Untersuehungen, die der Dar- 
stellung des Met-Hb. zeitlieh unmittelbar folgen, mit einer merkbaren 
Oxyhi~moglobinbildung zu rechnen ist. 

Eigene Versuehe mit 2proz. und 10proz. LSsung, sowie mit  reinster 
Substanz yon Ferricyankalium (Fa. Riedel-E. de Hahn) fiihrten immer 
zu einem vierbandigen Spektrum bei optimaler Schichtdicke, die im Baly- 
Gef~B yon Millimeter zu Millimeter variiert wurde. Man bemerkt  eine 
starke Linksversehiebung der Endabsorption bei zunehmender )'erri- 
cyankalikonzentration. 

Der spektrale Typ  wird bekanntlieh nicht aUein dureh die Lage 
der Bandenmaxima bestimmt, sondern aueh dureh ihre Beziehungen zu- 
einander nach dem Grade der Intensit~t und schlieBlich durch die 
Qualit~ten der einzelnen Banden selbst, die seharf oder verwasehen, 
sehmal oder breit, symmetrisch oder asymmetriseh sein kSnnen. Die 
im folgenden besehriebenen Versuehe zeigen, dab der spektrale Typ  des 
Met-Hb., mit ~'erricyankali dargestellt, unter diesen Versuchsbedingun- 
gen weitgehende Unterschiede au/weisen lcann, je naehdem, ob man h~mo- 
lytisehes Leichenblut odcr frisehes, defibriniertes Blur in verdiinnten 
LSsungen bzw. gereinigte Blutfarbstoffausziige verwendet, deren p~- 
Zahl man im Experiment durch Zusatz von PufferlSsungen naeh Be- 
lieben variieren, bei ein und demselben Versuch aber in engen Grenzen 
konstant  halten kann. 

Haurowitz 11 ist der erste gewesen, der systematisch mit Pufferge- 
mischen an gereinigten Met-Hb.-L5sungen gearbeitet und gefunden hat, 
daB sich Met-Hb. wie ein Indicator verhiilt, der bei PH 7 das reine 
Spektrum des sauren Met-Hb. zeigt ,,ohne Streifen im Gelbgriin und 
Griin", in alkaliseher LSsung bei T~ 9 das Spektrum des alkalischen 
Met-Hb. Colorimetrische Bestimmungen fiihrten ihn zu der Auffassung, 
dab es eine saure (braun gefiirbte) und eine alkalische (rot gefs 
Met-Hb.-Komponente gibt, die sieh bei weehselnder Wasserstoffionen- 
konzentration spektral mischen. Seine spektrophotemetrischen Be- 
obachtungen hat  er nicht nur tabellariseh, sondern auch graphisch auf- 
gezeiehnet. Beide zeigen die starke Abhi~ngigkeit der Extinktions- 
koeffizienten yon der Wasserstoffionenkonzentration. 

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

Wenn im folgenden in ganz ~hnlieher Weise an gereinigten Blut- 
farbstofflSsungen unter Zusatz yon Puffergemischen in hSherer Kon- 
zentration als dieses Haurowitz getan hat,  das spektrale Verhalten yon 
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M e t - H b .  n a c h u n t e r s u c h t  w i r d ,  so f i n d e r  d ie  M i t t e i l u n g  d e s s e l b e n  i h r e  

R e c h t f e r t i g u n g  a u c h  i n  e i n i g e n  B e o b a c h t u n g e n ,  d ie  g e e i g n e t  s i nd ,  d i e  

A r b e i t  v o n  H a u r o w i t z  z u  e r g ~ n z e n .  S e i n e  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h e n  

K u r v e n  e r f a h r e n  i m  N e u t r a l p u n k t  de s  M e t - H b .  d a d u r c h  a u c h  gewis se  

A b ~ n d e r u n g e n .  

Zu diesen Versuchen ~vurde der  groBe Zeiss" sche Analysengi t terspektrograph 
fiir Chemiker nach  L6we mit  symmetr ischem Spalt, eine Punkt -Licht lampe der  
F i rma Leitz als Lichtque]le und  das Balygeft~B zur Aufnahme der I~sungen  ver- 
wandt .  Spaltbreite,  wenn n icht  im einzelnen besonders angegeben, 0,02 ram. 
Schiehtdieke der  fertigen, 2proz. LSsung im allgemeinen 15 ram. In  der  Tabelle 
charakter is ier t  die Bandenintens~t~t  die Anzahl  der  Striche un te r  der  Wellen. 
l~ngenzahl. Die Bandenbre i te  ist du tch  eine kleine zweistellige Zahl  im l inken 
oberen Eck des betreffenden Feldes ersichtlich. Bandenasymmetr ie  ist  besonders 
angegeben. 

Das zu diesen Versuchen verwandte  Blu t  war sowohl Eigenbla t  wie Kaninehen-  
blut ,  welches nach  der  E n t n a h m e  sofort defibriniert,  dann  du tch  Zentrifugieren 
und  mehrmaliges Wasehen mi t  0,85proz. l~aC1-LSsung yon den Bestandteflen des 
Serums gereinigt und  schlieBlich du tch  Verdi innen mi t  Aqua dest. htimolysiert 
wurde. Vom Stroma der Blutk6rperchen wurde der  Blutfarbstoff  wiederum durch  
scharfes Zentrifugieren weitgehend getrennt .  Diese BlutlSsung wurde auf 4 % der 
ursprt inglichen Konzen t ra t ion  gebracht  und  immer  mi t  gleichen Teflen eines 
Phosphat-  oder Citratpuffergemisches nach  S6rensen versetzt.  Pufferkonzen- 
t r a t ion  in der  zum Spektroskopieren fertigen LSsung bei Phosphatpufferung 
ein Dreil~igstel molar,  bei Citratpufferung ein Zwanzigstel  molar.  

T a b e l l e .  

~ H  

Citra t  4,65 . . 

,, 5,11 . . 

,, 5,31 . �9 

,, 5,96 . . 

,, 6,33 . 

,, 6,68 �9 

Phospha t  6,81 

,, 7,38 

,, 8,04 

,, 8,33 

,, 8,68 

Ci t ra t  12,07. 

Ci t ra t  -4- wenig 
Pyr idin  . . 

Bande I Bande I I  a Bande I I  

15 638,1 i - -  [etwa 579] 

I 578] 
,, 578,6] 

[ ,, 579] 

15 579 

laps 578 

578 

13,4.579 

16 579 

1 1 , 8  578,4 

15,4 579 

10,6 578 

- -  578 

16 638 I - -  

16 638 

637, 3 

J 
13,5 63._.77 I __ 

15 ~ 

636,5 --- 

12,2 636,5 - -  

15 635,9 --- 

11,9 635,5 [etwa 604] 

11,9 636 5,7 605 

__ lO,2 602,5 

Bande I I I  Bandc IV 

} 16 542  

i 
i 13 541 

is 541,6 

i 541,5 

14,5 542 

14,3 541,9 

541,5 

11,6 542 

~3o 49__9 !- 
5o_..~ 

i 16 502 

501 m 

22 501 

5O2 

22 502 

End- ] Bemerkungen 
I absorpt. 

465 

468 

465 

463 

467 

467 

467 

469 

Ausfallung in weni- 
gen Min. Schicht-  
dicke 15 m m  

Schichtdicke 15 m m  

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 
m 

'13 542 22 ~ 469 desgl. 

13 6 - -  19 Schichtdicke , 5 4 1 , 5  1 5"~ 469 2 0 r a m  

17,6 ~ 2  '20,8 5-~  469 desgl. 

t - - "  I Schichtdicke 14,1 541,31 i 465 10ram 

542 ~ - -  467 - -  
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Die Darstellung yon Met-Hb. erfolgte mit frischer 10proz., reinster Ferri- 
cyankalilSsung, yon welcher O,d ccm zu 5 ccm der gepufferten 2proz. Oxyh~mo- 
globinlSsung zugesetzt wurden. Die Konzentration an l%rricyanionen in der 
2proz. LSsung ist also ebenfalls ungef~hr ein Dreil~igstel molar und steht damit in 
betrachtlichem ~berschuB zu Met-Hb. 

Aus diesen, in vorstehender Tabelle zusammengefaBten Versuchen 
ist ersichtlich, dab zwischen ~o H 5 und PH 8 immer ein vierbandiges Met- 
Hb. -Spekt rum zu beobachten ist. Die Banden I I  und I I I  bei 578,5 m/~ 
und 542 m~u nehmen mit  steigender Wasserstoffionenkonzentration an 
Intensi t~t  ab, gleiehzeitig n immt  Bande I bei 636,5 mt~ an Intensit~t  
s tark  zu, w~hrend Bande IV  bei 501,5 m/~ visuell gemessen in diesem 
TH-Bereich keine Intensit~tsschwankungen fiir das Auge erkennen l~Bt. 

I s t  schon bei ~0 H ~ 8 , 0  die Intensi t~t  der Banden I I  und I I I  ebenso 
grog wie die yon Bande I ,  so ]commt man  bei weiterem S inken  der Wasser:  
sto//ionenkonzentration allma'hlich in  die Neutralzone des Met-Hb.  Bei 
TH 8,33 ist bereits durch Hinzutreten einer neuen zarten schmalen 
Bande I I a  ein /iin/bandiges Zwitterspe]ctrum zu beobachten, das bei 
Pa ~ 8,68 am deutlichsten ist. Man miBt hier die Bande I I a  bei 
605 m/~. Bei PH = 12,0 liegt ein rein alkalisches Met-Hb.-Spektrum vor. 

Die zu beobachtende geringfiigige Verschiebung des S/iurebandes 
yon 636,5 nach 638 m~u hat  keine Realit/it, wie fiberhaupt die visuelle 
Beobachtung spektraler Erscheinungen nicht unbedingt dem wahren 
optischen Verhalten entsprechen muG. 

Weigert 1~ hat  gezeigt, dab derartige , ,Empfindungsspektren" maneh- 
real mit  den Extinkt ionskurven derselben L6sung wenig fibereinstim- 
men. Wenn bei wachsender Schichtdicke zwei Banden miteinander zu 
verschmelzen scheinen, oder sich ein Maximum verschiebt, so ist das 
ein Widerspruch zu dem Gesetz yon der Konstanz der Banden. Es gibt 
sogar scheinbare Banden (Weigert fiihrt das Beispiel einer Permanganat-  
16sung mit  fiinf 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 erhglt, setzt sich aus drei Komponenten  zusam- 
men:  Der Energie der Lichtquelle, der relativen Helligkeitsempfin- 
dung des Auges und der Durchlgssigkeit der L6sung. Die genaue Lage 
wahrer Banden  wird demnach festgelegt durch spektrographische 
Untersuchungen zusammen mit  spektrophotometrischen Bestimmungen, 
die ihrerseits wieder Fehlerm6glichkeiten in sich schliel3en, die man 
kennen mul~. 

Es erscheint also durchaus verst/~ndlich, wenn bei hoher Grund- 
absorption manche Banden v611ig iibersehen werden. DaB aber die 
Banden I I  und I I I  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 pH-Bereich. 
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Eingehende pho~ographische Untersuchungen, die noch dutch 
spektrophotometrische Untersuchungen der Erg/inzung bcdfirfen, haben 
reich einstweilcn zu der Auffassung gefiihrt, dab die Bande H a  in 
der neutralen Zone kcine Kontrastbande ist, sondern, dab sie einem 
wahren Maximum entspricht, w~hrcnd es sich beim alkalischen Spek- 
tral typ vermutlich um eine Kontrastbande handelt, die man deshalb 
schon frfiher zweckm~Big als Vorschlagschatten bezeichnet hat. 

Mit gewisser Zurfickhaltung ist zu verzeichnen, dab einmal das 
S~ureband bei ungereinigtem Leichenblut bci 628 m/~ zu beobach- 
ten war. 

I I .  Pyridinverbindungen des Met-Hb. und Hdmoglobins. 

Versuch: Die in iiblicher Weise bcrcitete, auf pu ~ 7,3 gepufferte Mct-I~[b.- 
L6sung wird tropfcnweise durch eine Tauchcapillarc, die wi~hrend der Bcobachtung 
im BalygefiiB cingeftihrt wird, mit Pyridin versetzt. Es crscheint zucrst die 
Bande IIa, dann vcrschwindet Bande IV, glcichzeitig wcrdcn Bande IIbei  578,5 m/z 
und Bande I I I  bei 542 m/z besondcrs intensiv unter Verschwindcn der Bandc I 
und bci allm~hlichem ~bcrschuB yon Pyridin wandcrn diese beidcn griinen 
Banden nach 564 m/~ und 529 m~u. Diescs zwcibandigc Spcktrum hat durchaus 
nicht tt~tmochromogencharakter, da die erstc Bandc nicht ganz so intcnsiv wie 
die zwcite Bande ist. ~ach 12 Stunden isb das Spcktrum unver~ndcrt, langsamer 
Zusatz yon Essigs~urc l~iI~t jedoch die sauren Banden des Met-]-Ib. nicht mehr 
in Erscheinung treten, sondcrn schwiicht nut die Bande bei 564 m# etwas ab. 

Durch fiberschfissiges 1)yridin erfolgt also Denaturierung, und 
zwar l~Bt sich an Hand des spektralen Typs nachweisen, dab es sich 
um eine H~minverbindung im Sinne der ncuen ~omenklatur  la handelt. 
In  H~minen ist das Porphyrineisen dreiwertig zum Unterschied yon 
den instabilcn H~men mit zweiwertigem Komp]cxciscn, deren bckannte 
Pyridinvcrbindungen die tt~mochromogene sind. W~hrend letztere 
durch die besonderc Intensitiit ihrer ersten Bande ausgezeichnet sind, 
ist diese bei dcm beschriebenen Meth~min-Pyridin viel geringer als die 
der zweiten Bande. AuBerdem fehlt die sehr schwache, breite Bande 
bei 485 m#, die ich bei H~mochromogen in gereinigter LSsung immer 
gefunden habe. 

Versetzt man in gleicher Weise eine 4proz. Oxy-I-Ib.-LSsung mit 
gleichcn Teilen Pyridin, so tr i t t  zun~chst H~imochromogenbildung ein* 
(s. Abbildung). Die Bande I bei 557 m~u ist bcsonders intensiv, die 
Bande I I b e i  526 m/~ breiter, vcrwaschener, schw~cher und asymme- 
trisch. Im Photogramm sieht man auch sehr gut die zarte Bande bei 
485 m~u. Doch ist das Hgmochromogen unter solchen Umst4nden instabil 
und schon nach einer Stunde kehrt sich das Intensit~i~verhgiltnis ohne 
Verschiebung der Banden im Griin urn. Die Bande bei 485 m/~ ver- 

* Heilmeyer la erkennt diese H~tmochromogenbildung zwar nicht an, nach 
sciner Beschreibung muI~ ihm aber die H~tmochromogenstufe entgangen sein. 
Er ha~ nut die Banden des stabilisiertcn H~mins beobachtet. 

7,. f. d. ges.  Oerichtl .  Medizin.  25. Bd.  9 
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schwindet. Die Spektralerscheinungen dieses Pyridink6rpers nb  sind 
identisch mit  dem aus H~min-Moerner (Merck) dargestellten Pyridin- 
H~min. 

Setzt man jetzt  Ferricyankali  zu, so wandert  die erste dieser beiden 
Banden nach 564 m/~, so dab man auch auf diesem Wege zum Met- 
h~minpyridin gelangt, das sich also deutlich vom Pyridin-Hi~min aus 
Hb.  unterscheidet. 

Das grunds~tzlich verschiedene Verhalten des Oxy-Hb. und Met-Hb. 
erf~hr t  also dadurch eine besondere Beleuchtung, dal~ nut  bei ersterem 
H~mochromogen als instabile Zwischenstufe erscheint. Die _Rolle des 
Reduktionsmittels (Hydrazinsul/ates) in der iiblichen Darstellungsweise 
ist also nur eine stabilisierende. 

H~imochromogen- und Hiiminspektren. Ausgangsl5sung: 4proz. gereinigte Blutltisung, Schicht- 
dicke bei 1. und 4. 8 cm, bei 2. und 3. 10 cm, Analysengitterspek~rograph: Spalt 0,025. Spektral- 
Rapid-Total-Platten (~a. I.  G. Farbenindustrie), Belichtung : 1. und 4. 45 Sek., 2. und 3. 90 Sek. 
Hg-H2 = Linien, 1. H~mochromogen aus 2 Teilen Oxy-Hb. + 3 Teilen Pyridin, 2. Spontane 

:Umwandlung in Pyridin-Hi~min (Aufnahme 30 Min. spi~ter), 3. ~etlli~minpyridin aus AIet-Hb. 
4. H~mochromogen aus )~et-Hb. 

Man kann auch bei vorsichtigem, tropfenweisen Zusatz yon Pyridin 
zu Oxy-Hb.-L6sungen zeigen, dab diese zun~chst in das einbandige 
Spektrum des H~moglobins (4 ~--555 m#) iibergehen, und wenn man 
allm~hlich - -  nicht pl6tzlich - -  den Pyridinzusatz vermehrt ,  erkennt 
man  die H~mochromogenstufe fiberhaupt nicht, es bildet sich vielmehr 
gleich das stabilere Pyridin-H~min. 

I I I .  Verhalten gegen Reduktionsmittel. 

Wachholz und Mitarbeiter (1. c.) haben einen in die Fachli teratur 
eingeschlichenen I r r tum damit  richtig gestellt, dab sie auf die ]eichte 
Reduzierbarkeit  des Met-Hb. wieder aufmerksam gemacht  haben, die 
schon in den 70er Jahren  yon Hoppe-Seyler la, Jdderholm (1. c.) und 
Preyer 15 sichergestellt war. Wichtig ffir die forensische Praxis ist 
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dabei die cbcnfalls seit Hoppe-Seyler bekanntc Tatsache der spon- 
tanen Reduktion des Mct-Hb. bei natfirlicher Fiiuhais dicscs Blutfarb- 
stories und bei aseptischer Autolysc. I)cmzufolgc bcstcht schlieNich 
kcin spektraler Unterschicd mehr gegcniibcr Hiimoglobin (IIoppe- 
Seyler 1. c.). Erst  recht besteht lcichtc Reduzierbarkcit  in vitro 
z. ]3. mit  Ammonsulfid. Preyer (l. c.) schrcibt dariiber S. 193: ,,Beim 
Behandeln mit Ammonsulfid verschwindct auch bci Anwendung ganz 
konz. L6sung das Met-Hb.-Band (im Rot) augcnblicklich." 

Die meistcns zur gelinden Rcduktion yon ()xyhitmoglobin verwandte 
5proz. L5sung yon Ammonsulfid ist aus vcrschiedencn Griindcn zur Be- 
obachtung des spektralcn Ablaufcs dcr Reduktionsvorgiinge wcnig 
gccignet. ~[ltcrc Beobachter erw/ihncn, indcm sic auf dic besondcrs 
leichte Rcduzierbarkeit  yon Met-Hb. hinweisen, dag dabei voriibcr- 
gehend das Oxyhiimoglobin, dann crst das SI)cktrum des reduzicrtcn 
Hi~moglobins cintretcn soll. Diese Auffassung ist irrtiimlich und crkliirt 
sich aus ciner Verwechslung des zweibandigen alk~alischen M ethO'moglobin- 
spelctrums mit dem des Oxyh(imoglobins. 

Verwcndet man start  Ammonsulfid Hydrazinhydrat ,  so kann man je 
nach Reaktion des LSsungsmittcls (lie Umwandhmg mehr ()dec wenigcr 
intensiv gestalten. So fiihrt cs in ]0proz. w~isserigcr L6sung das Oxy- 
h/~moglobin in II/imogiobin tiber, in Pyridin gcl6st, erfolgt Umbau zu 
tt/~mochromogcn unter Abspaltung des Globins, an desscn Stelle das 
Pyridin in den Komplcx cintritt, das Porphyrineisen ist dabei zwciwertig. 
In  Eisessig bcwirkt Hydraz inhydra t  Umwandhmg des Blutfarbstoffcs 
zu Prbtoporphyrin.  

l~berschichtct m~m Oxyhiimoglobin mit J~[ther, um allzu rcichlichcn 
Luftsauerstoffzutri t t  zu vermcidcn, und fiigt zu 5 ccm der 2proz. ()xy- 
hi~moglobinl6sung 0,5 ccm eincr frisch bcreiteten 10proz. tIydrazin- 
hydr,~tl6sung, so kann man (tie Umwandhmg in ]t/imoglobin gcwisser- 
maBen unter der Zeit.lupc betrachtcn. Es crscheint zuniichst t in Vor- 
schlagschatten dcr Bande | I  (Maximum etwa 541,5 raft), dann (hie 
H/~moglobinbande bci 555 m# (so da[~ voriibcrgchcnd ein drcibandigcs 
Spektrum vorhandcn ist). Mit zm:mhmendcr ]ntensitfit diescr Bandc 
verschwinden die ()xyh~tmoglobinbanden. 

Ganz andcrs Meth/imoglobin: Unter glcichen Verh~ltnissen vet- 
schwinden nach IIydrt~zinhydrt~t.zusatz zwar Bande I und IV schlag- 
artig, doeh erkennt man eine zarte Bande bei etwa 601 m~t (Bande I I a  
= , ,Vorschlagsehatten" des alk~tlischen Mcth/tmoglobJns~). Bande ] ]  
und I I I  werden ganz intensiv, wobei Bande ill keineswegs die sehms 
ist wic beim Oxyh/imoglobinspektrum. Naeh wenigen Sekunden ver- 
sehwinden (lie Banden des alkalisehen Met-Hb., und es erseheint (lie 
Bande des H/imoglobins. Es ist dabei gleiehgiiltig, ob (lie Met-tlb.-  
L6sung vorher auf PI~ : : 5,0 oder p~ = 8 getmffert war. Das Auftretcn 

9* 



120 R.M. Mayer: 

der Bande I I a  des alkalischen Met-Hb. kann bei Verwendung von 
Ammonsulfid wegen Verweehslungsgefahr mit  dem Sulfhi~moglobin- 
streifen leieht tibersehen werden, auch ist die Grundabsorption gr613er 
und der ReduktionsprozeI3 verl~tuft stiirmischer. 

Die H~mochromogenstufe zeigt in dcn bekann~en Banden im Griin 
keincn Unterschied, doch ist zu bemerken, daI3 sich im Blau etwa bei 
485 m# eine breite zarte Bande in nieht zu dfinner Schieht beobachten 
l~Lgt. Diese ist bci den mit  Ferricyankali  dargestelltcn Met-Hb.-L6- 
sungen als Ausgangsprodukt besonders deutlich, wenn man in der- 
selben Sehichtdieke und Konzentrat ion untersucht,  wie die Met-Hb.- 
LSsungen selbst. Sie finder sich aber auch bei Oxy-Hb. als Mutter- 
substanz angedeutet,  ebenso wie bei Met-Hb.-LSsungen, die dureh Dia- 
lyse yon fiberschfissigem Ferricyankali  gereinigt wurden*. 

IV. Aus/lockung yon Ferricyankali-Methdmoglobin und chemische 
Untersuchung. 

Sctzt man zu 4proz. Mct-Hb.-LSsungen, die auf 5 ccm der L6sung 
0,4 ccm 10proz. FerricyankalilSsung enthalten, die gleiche Menge eines 
Phosphat-  oder Citratpuffers unter  p~ 5,3 zu, so flocken sie aus, und zwar 
um so sehneller, je grSi~er die Wasserstoffionenkonzentration wird. l%rri- 
zyankalium ist in LSsung nachweisbar. 

Oxy- und CO-H~LmoglobinlSsungen bleiben unter  gleichen Umst~nden 
klar. 

Diese Meth~moglobinflocken 15sen 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 weil3flockiger Eiweil~rfickstand. 
In  der Pyridinl6sung zeigen sich die beiden Banden im Grfin, welche 
dem Meth~imin-Pyridin entsprechen, und dicse gehen bei Zusatz yon 
Hydraz inhydra t  in das H~mochromogensprektrum tiber. 

Untersucht  man aber die oftmals ausgewasehenen Meth~imoglobin- 
Ilocken auf die Cyangruppe, so findet man, dab sie mit  2 n H~SOa er- 
wi~rmt, sehr viel Blaus~ure entwickcln. Diese setzt sich mit  dem 
Sehwefel yon Polysulfid, mit  welehem man ein Filterchen getr~nkt und 
w~hrend des Erw~rmens das Reaktionsgef~B bedeekt hat,  in Rhodan- 
wasserstoffs~ure um und ist als Fc(CNS)3 naehweisbar. 

Ganz anders verhalten sich Blutfarbstoffl5sungen, die nur zum Teil 
zu Meth~moglobin umgesetzt  sind. 

50 cem einer 10proz. gereinigten Oxyhi~moglobin]Ssung geben einen 
Farbumschlag in Braun, wenn man einen Tropfen einer 10proz. Ferri- 
cyankalil6sung zusetzt. Aber aueh nach Zusatz yon 5 Tropfen bewirkt 
prim~res Phosphat  keine F~llung naeh mehrstfindigem Stchcn bei ~- 5 ~ C. 

* Die L6sung wurdc ]iebenswiirdigerwcisc yon Herrn Prof. Haurowitz zur 
Verfiigung gestellt. 
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Man kann die Ausf~llung derartiger LSsungen dutch Alkoholzusatz 
erzwingen. Der flockige Niederschlag ist aber hellrot und zeigt das 
Oxyh~moglobinspektrum. Trennt  man die LSsung vom Niedersehlag, 
so ist erstere, auch wenn man nur einen Tropfen FerrieyankalilSsung 
zugesetzt bat, immer ferricyankalihaltig. In  das dritte Waschwasser 
geht kein Ferricyankali  mehr;  t rotzdem entwickelt der 4mal  durch 
Waschen und Zentrifugieren gereinigte Niedersehlag noch erkennbare 
Mengen Blaus~ture, aucb wenn man urspriinglieh nur einen Tropfen 
Ferrieyankali  zur BlutlSsung zugesetzt bat te*.  Die Schwefels~urelSsung 
enth~lt in ]etzterem Falle Ferri-Ionen und Ferrieyan-Ionen. Hat te  man 
urspriinglieh 5 Tropfen Ferrieyankali  zugesetzt, so bildet sieb auBerdem 
in der Schwefels~ture beim Erw~rmen Turnbullblau. 

Die mir liebenswiirdigerweise yon Prof. Haurowitz zur Verfi~gung ge- 
stellte, durch tage]ange Dialyse gereinigte Met-Hb.-LSsung aus Pferde- 
blut flockt mit  steigender Wasserstoffionenkonzentration nicht mehr 
aus, doch l~Bt sich selbst hier noch naeh dem oben beschr~ebenen Ver- 
fahren Blaus~ure aus dem Alkoholniedersch]ag entwicke]n. 

SchluHolgerungen. 

a) Theoretisehe Erw~gungen: Met-Hb. zeiehnet sieh vor anderen 
H~moglobinverbindungen durch auff~llige spektrale Empfindliehkeit 
gegen Schwankungen der Wasserstoffionenkonzentration aus. Es gibt 
eine Neutralzone, in der man ein ffinfbandiges Spektrum beobachten 
kann. Bei der Reduktion geht es zun~ehst in das H~moglobin und wei- 
terhin in H~moehromogen fiber. Mit Pyridin erh~ilt man ein tt~min, 
das spektrale Unterschiede gegenfiber Oxy-Hb. naeh Pyridinzusatz 
insofern erkennen ]~Bt, als die Zw~schenstufe des tt~moglobins und 
tI~mochromogens nicht in Erseheinung tritt .  Naeh Stabflisierung 
der Banden zeigen beide Pyridinh~mine ebenfalls spektrale Unter-  
schiede. 

Mit fiberschiissigem Ferricyankali  t r i t t  eine Ausfloekung yon Met- 
Hb.  ein, die bei Gegenwart fiberschiissigen Oxy-Hb. aber such bei 
dialysierten Met-Hb.-LSsungen unterbleibt. Man w~rd also die beob- 
aehtete Ausflockung wohl auf die eiweil~f~llende Wirkung des bei der 
Umsetzung gebildeten Ferrocyankalis zuriickffihren mfissen. 

W~re die Annahme richtig, dab nur unterschiedlieher Sauerstoff- 
gehalt das Met-Hb. yore Oxy-Hb. und Hb.  unterseheidet, so w~ren 
seine genannten Eigenschaften unverst~ndlieh. Sein spektrales Ver- 
halten zwingt vielmehr zu Analogien zum H~matin,  yon welchem ein 
saures und alkalisches Spektrum bekannt  ist. :Die noch vielfach ver- 
tretene Annahme, dab Oxy-Hb. nut dureh Reduktionsmittel  H~mo- 

* M6glicherweise aus ~moglobin bei der Einwirkung yon HeS04 auf nor- 
malen Blutfarbstoff in Form yon rotem Blutlaugensalz gebildet. 
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globin und dieses ebenfalls nur so in H~mochromogen iibergehen k6nne, 
ist dureh vorliegende Versuche widerlegt. In den genannten Blut/arb- 
sto/]verbindungen hat vielmehr das Porphyrineisen gleiche Wertigkeit, 
eine Auffassung, die durch Conants elektrometrische Titrat ion auf ganz 
anderer Grundlage gesttitzt wird, und die zuerst Kiister ge~ul~ert hat.  
Es zeigt sieh, da[t der zweiwertige Eisenkomplex zwar in der Globin- 
verbindung, nieht aber in der Pyridinverbindung stabil ist. 

Met-Hb. erh~lt man aus Oxy- wie aus H~moglobin nur durch einen 
Oxydationsvorgang unter ev. Entbindung des locker (d. h. nieht dureh 
eine Hauptvalenz am Porphyrineisen) gebundenen 03. l%eduktionsmittel 
f(ihren bekanntlieh in vitro am reinen Blutfarbstoff nieht unmit telbar  
zu Met-Hb.,  sondern nur in vivo, sofern sie einen geeigneten Oxyda- 
tionsvorgang ausl6sen, der seinerseits Met-Hb.-Bildung bewirkt 
(Heubner). 

An der Dreiwertigkeit  des Porphyrineisens im Met-Hb. kann nach 
den eingehenden Untersuchungen, die sieh in der Li teratur  linden 
(Kiister 16 u. a.), kein Zweifel sein. S e i n  spektrales Verhalten gegen 
Pyridin best~tigt dieses. Damit  haben auch jene reeht, die behaupten,  
Sauerstoff sei im Met-Hb.  ,,fester" gebunden als im 0xy-Hb. ,  da in 
ersterem eine freie HauPtvalenz des Ferrieisens zur Verfiigung steht,  
der Molekularsauerstoff des ]etzteren aber h6ehstens durch Kovalenzen 
an Ferrieisen gebunden sein kann. Der Grad mehr  oder weniger leich- 
ter , ,Reduzierbarkeit" ist davon unabh~ngig. 

Das hartn~ekige t ta f ten  des Fe(CN)6-Komplexes am Met-Hb. wird 
meist als Einsehlu~ angesehen, doeh w~re wohl aueh eine Additions- 
verbindung mit  Ferroeyankali  denkbar.  Dieses zu entseheiden ist Sache 
der Chemie, doch kommt  diesem Umstand wahrscheinlich erhebliche 
praktisehe Bedeutung zu. 

b) Praktische Erw~gungen: Es kann nahezu als sicher gelten, dab 
die zahlreiehen Met-Hb.-Bildner im intermedi~ren Stoffwechsel des 
KSrpers auf ganz anderem Wege zu Met-tIb.  fiihren als im Reagensglas. 
Sehon Heubner (1. c.) kannte  die verschiedene Empfindlichkeit  ver- 
schiedener Spezies gegen sie und fiihrt sie mindestens zum Teil auf ver- 
schiedenartige Verarbeitung im Stoffweehsel zurtick. Die meisten 
Met-Hb.-Bildner fiihren in vitro nicht zur selben Umwandlung des 
Blutfarbstoffes wie in vivo. 

Daher kSnnen 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 zghes 
t t a f ten  des Met-ttb.-Bildners an diesem stat t f indet  wie in vitro. Dann 
besteht  nicht nur die MSgliehkeit, den Met-Hb.-Nachweis auf eine 
neue, chemische Grundlage, die sich aueh beim CO-Hb. als wertvoll 
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e r w i e s e n  h a t ,  z u  s t e l l e n ,  s o n d e r n  a u c h  d a s  bildende Agens selbst e h e m i s c h  

a m  O r t  s e i n e r  A n r e i c h e r u n g  z u  e r f a s s e n .  

D i e  A u s f f i h r u n g e n  y o n  Laves 17 f i b e r  d a s  V e r h a l t e n  y o n  M e t - H b .  

i n  d e r  L e i c h e  g e b e n  e i n e n  ] ? i n g e r z e i g ,  in  w e l c h e r  ] ~ i c h t u n g  w e i t e r  z u  

a r b e i t e n  s e i n  w i r d .  M a n  w i r d  d a b e i  d e r  v a r i a b l e n  W a s s e r s t o f f i o n e n -  

k o n z e n t r a t i o n  e b e n s o  l Z e c h n u n g  t r a g e n  r a f i s s e n  w i e  d e n  O x y d o - R e -  

d u k t i o n s p r o z e s s e n  i n  d e r  L e i e h e .  
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