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Der sichere Nachweis von Blut kann durch direkte Besichtigung
von Blutkérperchen und spektroskopisch, daneben — mit gewissen
Einschrénkungen — auch durch die Darstellung von Blutfarbstoff-
krystallen gefithrt werden. Von den Krystallproben werden in
der gerichtsarztlichen Praxis seit altersher die CRlorhdminreaktion
(TercamMANN) mit Kochsalz und Essigsdure und die Hdmockromogen-
reaktion mittels reduzierender Substanzen angewandt. Indes ist die
TrrcEMANNsche Probe bekanntlich nicht ganz einfach und mit ihren
zahlreichen Modifikationen heute wohl so gut wie ganz zugunsten der
spektroskopischen Verfahren verlassen; eine gewisse Unsicherheit der
Hamochromogenreaktion kommt in der Vielzahl der empfohlenen
Reagenzien zum Ausdruck. Andere, rasch ablaufende und zuverlissige
Blutkrystallreaktionen mit breitem Anwendungsbereich kénnen daher
im Praktikum des Blutnachweises nur willkommen sein.

NEnckr und Zareski fanden vor etwa 50 Jahren bei analytischen Unter-
suchungen iiber die chemischen Wechselbeziehungen und Gewinnungsmoglich-
keiten verschiedener Haminkrystalle unter anderem, daf aus Blut durch Be-
handlung mit Fisessig und Kochsalz erzeugte (Chlor-) Haminkrystalle (,,Roh-
acethimin‘‘) durch Auflésen in chininhaltigem Chloroform oder ammoniakalischem
Athylalkohol und Einbringen dieser Losung in heiflen, mit Kochsalz gesittigten
Eisessig (aber auch in Buttersdure oder Milchsiiure) umkrystallisiert werden
konnen. Krystallographisch handelte es sich bei diesem Produkt um doppelt-
brechende, optisch negative Krystalle des triklinischen Systems von starkem
Pleochroismus und einem Ausloschungswinkel von 30—36°. Andere Formen
{Spindeln, Drusen aus Nadeln, ,,Wetzsteine*, sechsseitige Tafeln, Wiirfel und
beinahe kugelige Gebilde entstanden bei Einfithrung der Chloroformlésung des
Chlorhémins in salzsauren Methyl-, Athyl- oder Amylalkohol (als ,,Ather des
Acethamins®‘), sowie bei Vermischen von Chlorhimin aus salzsaurem Amyl-
alkkohol mit chininhaltigem Methylalkohol (Abbildungen bei NENCKI und
ZALESKI).

Bei Erwirmen von roten Blutkérperchen mit Aceton und verdiinnter Salz-
siure auf dem Wasserbad schied sich das Hamin nach dem Erkalten in langen,



496 F. L. SCHLEYER:

gebogenen, ,,haarformigen® Krystallen (mit schiefem Ausléschungswinkel von
40—43%) und in Blittchen mit schiefer Ausloschung bei 27—319, sowie in spindel-
formigen Krystallen mit gerader Ausloschung ab (Abbildungen im Original). Die
Autoren fithren das ,,Acetonhimin® als eine der krystallisierenden Additions-
verbindungen des Haminmolekiils mit indifferenten Substanzen auf. Die Kry-
stalle waren durch Lésung und Einbringen in Fisessig (wie angegeben) leicht in
die triklinischen Acethiminkrystalle zu verwandeln, ebenso wie umgekehrt jene
(aber nicht die krystallisierten Ather des Acethimins und Haminkrystalle aus
Amylalkohol) in Acetonhéminkrystalle tiberfithrt werden konnten. Die Spektren
des Aceton- sowie des Acethamins und seiner Ather zeigten einheitlich drei
Absorptionsbander bei A 647—630, 561—538 und 518—500. Fiir den forensischen
Blutnachweis schlugen die Autoren vor, blutbefleckte Gegenstinde zunéchst in
Salzséure einzuweichen, sie dann im Reagensglas mit Aceton einige Minuten
zu erwérmen und den Riickstand nach dem Erkalten mikroskopisch auf Hamin-
krystalle zu durchmustern. )

Bei Versetzen von Blutfarbstoffpulver aus Rohblut mit Aceton und wafiriger
Salzstiure erhielt Hamsik (I) im Niederschlag zundchst vier- und sechsseitige
Tafeln, dann kleinere Krystalle in Drusen, zuletzt ,,kegelformige* Gebilde. Die
beiden ersten Krystallgruppen lieflen sich nach Losen in Pyridin-Chloroform
durch Eintragen in kochsalzhaltigen, heifien Eisessig nach KtsTErR wiederum
in TrrcamaNysche Krystalle umscheiden. Weiterhin stellte Hamsix (IIT) neben
anderen Héminen auch Krystalle des Formyl- und eines Acetylhimins dar,
deren Form und Ausléschungswinkel mit denen des Acetonchlorhimins identisch
waren, Er gewann die Krystalle des Acetonhdmins im iibrigen spiter auf scho-
nendere Art durch Extraktion des Blutfarbstoffes mit oxalsiurehaltigem Aceton, .
Zusatz eines Aceton-Salzsiuregemisches zum Auszug und wiederholtes Zufiigen
wiBriger Salzséurelosung. Aus 1 Liter Blut erhielt er etwa 4 g in Alkohol ziem-
lich loslicher Krystalle von einheitlicher Form. GroBe Lange der Krystalle und
ein Ausléschungswinkel von 42° nach der Lingskante deutet Hamsix zufolge
auf das Vorliegen eines ,,Metahimins*‘ (d.h. eines Hamins einer addierten
Substanz) zum Unterschied von einem einfachen Hamin. Das volle Additions-
vermogen fiir Aceton (und andere indifferente Stoffe) besitzt nur die sog. a-Modi-
fikation des Chlorhdmins, d.h. ein nicht durch saure oder alkalische Agenzien
alteriertes Hamin. Die Verschiedenartigkeit der Acet- und Acetonhdminkrystalle
in den Befunden NEwNckis und Zaveskis fiihrt Hamsik auf das Auftreten der:
artiger alterierter (§-) Modifikationen im Verlaufe der Reaktionsvorginge zuriick.

RicHTER bezeichnete das Acetonchlorhdmin als ein a-Metah&min und identifi-
zierte es als das Eisenkomplexsalz des a-Protoporphyrins. Krystallographisch
fand RicHTER auBer den Nadel- und Fadenformen auch rhomboidische Tafelchen.
Alle Formen lieflen sich in TercumManNsche Krystalle umscheiden. Aus dem salz-
sauren Acetonauszug nach Hawmsix stellte RIcHTER auch eine Alterationsform
als f-Hamin dar, dessen Krystalle hauptsichlich als ih einer Achse verlangerte,
monoklinische Wiirfelchen mit einem Awusloschungswinkel (zur lingeren Kante)
von 25° und einem Kantenwinkel von 80° auftraten. ‘

RicaTER und HorMaxy wiesen nach, daB die Krystallisation des Aceton-
himing nach Zufiigung anderer Sduren als der Salzsdure durch die Einwirkung
von Chlorionen, die aus dem Blutsubstrat freigesetzt werden, zustande kommt,
es handele sich also in jedem Falle um Chlorhamin.

Die Darstellung von Héminkrystallen mittels Aceton wurde 1930

von WAGENAAR aufs neue zur Verwendung bei Blutspurenunter-
suchungen empfohlen. Die Reaktion sei am besten in der Weise aus-
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zufithren, daB die Blutspur auf dem Objekttriger mit Aceton und
danach mit verdiinnter Mineralsiure iiberschichtet wird, es bilden sich
dann sofort in der Kilte charakteristische Nadeln. Die Reaktion
versage niemals und sei auch an Fasern u. dgl. bequem anzustellen.
WAGENAAR bat um Mitteilung weiterer Erfahrungen mit der Reaktion.

Die Uberlegenheit der Acetonhimin- iiber die TEIcEMANNsche
Reaktion wurde in Reihenuntersuchungen von KLINGERT bestéitigt.
Eine ausgedehnte systematische Priifung der praktischen Brauch-
barkeit der Reaktion stammt von Crrop: (allerdings ohne nihere
Angaben iiber die angewandte Technik).

Cmropr fand die.Reaktion positiv mit isolierten Erythrocyten und himo-
lysiertem Blut, negativ mit Urin, Speichel, Milch, SchweiB, Transsudaten, Eiter
und Serum. Er gibt eine Lange der Krystalle von 1—20 p an. Sie erwiesen sich
als unloslich in destilliertem Wasser, Xylol und Benzol, ganz oder zum Teil
Isslich in Mineralsauren, Alkalien, Athylalkohol, Schwefeldther und Ammonium-
sulfid. .

Unverdiinnte Mineralsduren und Ameisenséure lieferten reichlicher Krystalle
als 20% Mineralsauren und Essigsiure. Es war an sich gleichgiiltig, ob Brom-
oder Jodwasserstoffsiure, Salpetersiure, Schwefelsiure, Phosphorsiure oder Salz-
séure verwendet wurde, die besten Resultate (gréBte Krystalle) ergab 20—25%
Schwefelsdure, Salzsiure, Brom- und Jodwasserstoffsdure. Ersatz des Acetons
durch Methyl-, Athyl- und Diéthylketon bewirkte eine quantitativ deutlich
geringere Bildung von Krystallen mit Auftreten groBer Mengen briunlichen
Krystallstaubes. Ein &hnliches Bild (obne Entstehung echter Nadeln) hatte
Zugeben von Methylalkohol und Ameisensiure -+ Mineralsdure zur Folge.

Jenseits einer Verdiinnung von Vollblut mit physiologischer Kochsalzlésung
oder destilliertem Wasser 1:5 versagte die Reaktion regelmaBig. An Rinder-,
Schweine-, Esel-, Hunde-, Affen-, Kaninchen-, Meerschweinchen-, Mause-, Hiihner-
und Taubenblut fielen CrIoDI hier und da gewisse Farb- und Gréfenunterschiede
der Krystalle auf, die sich ihm zufolge vielleicht einmal fiir eine Artdiagnose
verwerten lassen kénnten. ,

Mit Ammoniumsulfid und Natronlauge reduziertes Blut gab keine Aceton-
haminkrystalle, dies war indes der Fall bei Reduktion mit Eisennitrat und Am-
moniak. Mit alkalischem Himatin (Pyridinzusatz zum Blut) gelang die Reaktion
(bei sehr kleinen und farbarmen Krystallen), desgleichen mit Methimoglobin,
sie miBlang mit saurem und alkalischem H&matoporphyrin. Erhitzen von Blut
fiir 15—20 Min. bei 58—97% und fiir 2 Min. bei 145—150° beeintrichtigte die
Krystallbildung nicht, Exposition fiir 3040 Sek. bei 600° bedingte negativen
Ausfall, Sonnenbestrahlung bis zu 72 Stunden erwies sich als ohne Einflu8,
wenn das ausgetrocknete Material danach in Wasser gelost wurde. Faulendes
Blut reagierte vom 50. bis zum 75. Tag maBig stark, vom 75. bis zum.100. Tag
nicht konstant; fiir mehr als 75 Tage altes Blut empfiehlt Caron1 die Verwendung
von. unverdunnter Mineralsaure.

An Fasern aus Blutflecken auf verschiedenen Stoffen gelang die Reaktion
ausnahmslos, allerdings erst nach Einweichen der Fasern in Kochsalzlssung.
Durchweg negativ war die Reaktion an 16—43 Jahre alten Blutflecken auf Stoff,
Trénkung von Blutflecken in Seifenlésung hatte keinen stérenden EinfluB, Rost
auf Eisen erschwerte die Bildung von Krystallen, 95% Alkohol und 10% For-
malin machten sie unmdglich.
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Mzroxt priifte die Reaktion an Blutspuren, die auf gleichen Metall-
arten verschiedenen duBeren Einwirkungen ausgesetzt, sowie anderer-
seits an Blutspuren auf verschiedenen Metallarten, die den gleichen
Einwirkungen unterworfen gewesen waren.

‘Es ergab sich, dafi auf Glas-, Zink-, Kupfer-, Eisen-, Aluminium-, Blei-
und Zinnplattchen angetrocknetes Blut nach 4monatiger Lagerung im Exsiccator
bzw. nach Aufbewahrung bei Zimmertemperatur bzw. nach 100stiindiger Be-
strahlung mit ultraviolettem Licht unverindert positiv reagierte. Beim Ver-
graben in Erde erlosch die Reaktion auf Glas, Zink und Kupfer nach 3 Wochen,
auf Eisen, Aluminium, Blei und Zinn schon nach 1 Woche, in der feuchten Kam-
mer blieb sie auf Zink tinbeschrinkt erhalten, auf Glas, Aluminium und Blei
war sie nach 4, auf Kupfer nach 3, auf Zinn nach 2 Wochen, auf Eisen schon
nach 1 Woche negativ geworden. Im Freien gelagerte Plittchen mit angetrock-
netem Blut zeigten eine positive Reaktion bis zu 9 Wochen auf Glas, bis zu
4 Wochen auf Zink, Kupfer und Blei und nur b1s zu 1 Woche auf Eisen, Alu-
minjum und Zinn.

Hs waren also vornehmlich die Eisen-, aber auch die Zinn- und die Aluminium-
unterlagen, die offenbar infolge chemischer Zersetzung des Blutfarbstoffes die
Reaktion am stirksten einschrinkten, wihrend Erde das der Reaktion abtrig-
lichste Milieu darstellte.

Meront halt nach dem zeitlich uneinheitlichen Verschwinden der Reagier-
barkeit eine verschiedene Wirkung der gleichen Metallunterlage in verschiedenen
Medien fiir erwiesen. DaB die Blutspuren nach der Aufbewahrung in Erde und
im Freien schlieBlich nicht mehr reagierten, fithrt er in erster Linie auf mecha-
nisches Abldsen der Spuren zurfick, wahrend es in der feuchten Kammer vor-
wiegend die bakterielle und autolyfische Zersetzung des Blutes sei, die die Struktur
des Blutfarbstoffes verindere.

I. Eigene Erfahrungen mit der Aecetonreaktion.

Bei erster Anwendung der Reaktion zum Blutrachweis in der
Institutspraxis hatte sich bereits ergeben, daB es unnétig ist, zwischen
Spur (Blutschiippchen u. &.) und Deckglas ein Sandkérnchen oder
Haarfragment einzuleger, wie WAGENAAR es vorschrieb. Die gegen-
seitige Berithrung von Deckglas und Objekttriger.-behindert das Um-
spiilen der Spur mit den Reagenzien nicht. Wohl ist es niitzlich, das
Substrat, insbesondere harte Blutschollen, mdglichst zu zerkleinern,
auch staubférmige Teilchen geniigen fiir die Reaktion. Man iiber-
flutet dann die Spur unter dem Deckglas mit so viel Aceton, daB
etwa 2/, des Raumes sich fiillen und 148t bis zur volligen Ausfillung
Sdure (in den eigenen Versuchen in der Regel 10% Salzsiure) zu-
flieBen. Birektes Auftropfen der beiden Reagenzien ist nicht mdglich,
da die Fliissigkeiten sich auf diese Weise nicht mischen. Bei Ersatz
der Salzsiure durch 10% Schwefelsiure, Salpeterséiure oder Ortho-
phosphorsiiure fallen die Krystalle in genau der gleichen Weise aus, es
ist demnach in der Tat ohne Bedeutung, welche Mineralsiure man
zusetzt. Aceton allein ohne Mineralsdurezusatz und Séure ohne Aceton-
zusatz erzeugen niemals Krystalle.
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Die Krystalle bilden sich sofort in der Kélte und werden meistens
im Laufe der ersten Minuten noch zahlreicher. H#ufig kann man
ihre Entstehung aus formlosen gelblich-braunen Konglomeraten unter
dem Mikroskop erkennen. Sie liegen bei Blutschollen in der Regel
entlang deren Réndern und weniger auf den Schiippchen selbst (im
Gegensatz zu den Hiémochromogenkrystallen), im allgemeinen auch
in einer optisch hoheren Ebene als die Schollen; man darf daher beim
Durchmustern des Priparates nicht scharf auf das Substrat einstellen.

Abb. 1. Reife Acetonchlorhaminnadeln mittlerer GroBe. Starke VergroBerung.

Der Form nach sind es bei der einfachen mikroskopischen Aufsicht
lanzettformige, schwirzliche bis fast durchsichtig-hellbraune, an den
Enden o6fters gespaltene Nadeln von knapp 3 bis zu 100 Linge
und bis 5y Dicke, die einzeln oder in sternformigen Biischeln oder
ganzen ,,Wolken® zusammenliegen (Abb.1 und 2). Die Kanten der
Nadeln erweisen sich bei sebr starker Vergroflerung als recht uneben.
Sehr kleine kommen neben Riesennadeln im gleichen Priparat vor.
Oberflichlich betrachtet haben die Krystalle eine gewisse Ahnlichkeit
mit FLoreNcE-Krystallen.

Krystallographisch wurde fiir die Nadeln ein Pleochroismus von 7, = tief-
braun bis undurchsichtig und n, = hellgelb (Dichroismus) bei gerader Aus-
16schung ermittelt. =, schwingt in der krystallographischen Léngsachse, n,,
senkrecht dazu. Aus der geraden Ausldschung darf auf ein quadratisches, rhom-
bisches oder trigonal-hexagonales System geschlossen werden. FEine genaue
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konoskopische Bestimmung war wegen der Kleinheit der Krystalle nicht méglich.
Eine dunkle Léngsachse, die Nadeln in starker VergroBerung zuweilen zu be-
sitzen scheinen, beruht nicht auf einer Substanzverdichtung, sondern entsteht
als optisches Phanomen durch Verschiebung der Einstell- zur Bildebene (Total-
reflexion an der inneren Krystallfliche).

Die von NENOKI und ZALESKI beschriebenen, langen fadenférmigen
Nadeln der. Reindarstellung des Acetonhéimins treten bei Ausfiihrung
der Reaktion auf dem Objektiriger niemals auf (die Abbildung von
Krystallen aus einem Bluttropfen bei den Autoren zeigt dagegen die

Abb, 2. Reife Acetonchlorhdminnadeln, Riesenformen. Starke VergréBerung.

typischen Nadeln; schlanke Nadeln, die den Acetonkrystallen stark
dhneln, bildet Hamsix als Krystalle des Monoamyléthers des Acet-
hiimins ab). Stets befinden sich mehrere Schichten Krystalle iiber-
einander. Je groBer die Nadeln sind, desto héher liegen sie. Sie halten
sich ohne besondere Fixierung unbeschrinkt. Beim Versuch einer
Mikroschmelzpunktbestimmung erwiesen die Krystalle sich noch bei
einer Erhitzung auf 260° als resistent.

WarcHERs Bemerkung, daB die Acetonhéminkrystalle klein und
daher schwer auffindbar seien, ist somit nicht gerechtfertigt., Aller-
dings ist es ein besonderes Kennzeichen der Reaktion, dafi die Krystalle

I Die krystallographische Untersuchung fithrte Herr Dr. J. FRECHEN vom
Mineralogisch-Petrographischen Institut der Universitdt freundlicherweise mit
uns aus.
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sich (wiederum abweichend von der Hémochromogenreaktion) so gut
_wie immer nur an einigen Stellen finden, so daf§ man stets das ganze
Praparat absuchen muBl. Dieser ganz stereotype Befund 1aBt sich so
ausdriicken: die Reaktion ist zwar bei Vorhandensein von Blut immer
positiv, jedoch nicht an allen Stellen einer Spur zugleich. Offenbar
ist die Voraussetzung eines positiven Ausfalles ein optimales Mischungs-
verhéltnis der beiden Reagenzien miteinander und mit dem Blutfarb-
toff, das nicht iiberall im Préparat zustande kommt. Vielleicht reicht
auch die vorhandene Acetonmenge oder die Sdure nicht zur Bewirkung
einer quantitativ vollstindigen Umsetzung aus. Es ist daher anzu-
raten, vorsorglich immer mehrere Priparate einer Spur nebeneinander
anzulegen, wenn geniigend Material zur Verfiigung steht. Scheinbar
unerklirlicherweise kann die Reaktion zuweilen an sicheren Blut-
schollen ganz versagen, und zwar besonders dann, wenn das Blut
extrem eingetrocknet ist. In solchen Féllen kann es von Nutzen sein,
das Schiippchen in Wasser aufzuweichen und die Reaktion an dem
auf diese Weise gelosten Hémoglobin anzustellen.

Im Verlaufe der Versuche mit der Reaktion wurde einmal das Aceton durch
Pyridin ersetat. . Dabei schossen unter dem Mikroskop rasch und in grofier Aus-
dehnung Krystalle von durchaus ungewdhnlichem Aussehen auf, die zundchst
fiir Hamochromogenkrystalle gehalten wurden, die aber bei genauerer Betrach-
tung erhebliche Unterschiede aufwiesen.

Bei den Hamochromogenkrystallen, deren Hauptmerkmal ja ihr erstaunlicher
Pleomorphismus ist, fallen oft seesternartige Drusen ins Auge, es finden sich
aulerdem groBe breite Rechtecke, feine lange Nadeln, in Netzen zusammen-
héngende zierliche Fiiden, aber auch polyedrische Klumpen, Biischel und ganz
amorphe Gebilde, samtlich von sehr verschiedener Griofle. Die ,,atypischen‘
Formen sind geradezu charakteristisch. Die Farbe der Krystalle ist in der Regel
ein kriftiges Rot, das vom Lachsrot der Fiden und Nadeln bis zu einem Dunkel-
rot der amorphen Formen spielen kann. Die Krystalle liegen solitdr oder eng
gehdunft.

Die nach Zusatz von Pyridin und Salzséure zum Blut entstehenden Krystalle
treten regelmafig in drei, sich deutlich voneinander abhebenden Schichten auf:

Die oberste Schicht enthilt (iiberwiegend ziemlich plumpe) lasglizh-elliptische
bis rechteckige Formen von dunkelroter bis brauner Farbe. Hier 1d da erinnern
die Gebilde an ,,Stdbchen’* der Bakteriologie, zuweilen dhneln sie ,,Diplokokken‘‘.
Indessen kommen auch ausgesprochen schlanke Nadelformen vor, die isoliert
oder in Rosetten- oder Biurstenform angeordnet sind, jedoch selten so schlank
und langgereckt sind wie Aceton- oder Himochromogennadeln. Die stiabchen-
oder kokkenformigen Krystalle liegen meist solitdr, aber auch in traubenartigen
Haufen oder in Ketten neben- und hintereinander. Als gréBte Linge solitirer
Nadelformen wurden 27 u, als gréBte Dicke 9 4 gemessen.

Die Mitielschicht zeigt zahllose feine, zum Teil wie amorpher Staub aus-
schende braune Piinktchen und kurze Faden,

In der untersten Schicht finden sich langliche, im allgemeinen wetzstein-
férmige Gebilde von hellbréunlicher bis gelblicher Farbe in dichten netzartigen
Konglomeraten. Am Rande dieser ,Netze‘‘ entstehen besonders groBe, ent-
weder langelliptische oder mehr ins Ovale {ibergehende Formen von zum Teil

33*
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geradezu exzessivem Umfang, andererseits sind auch blattférmige bis rundliche
Formen der gleichen GréfSenordnung mit unregelmafiger, gewellter Randbe-
grenzung zu beobachten. Sidmtliche Gebilde dieser Schicht zeigen auf dem
gelblichen Untergrund eine zarte, streifig-feinschollige, sich mitunter zu einer
Art ,,Kernmasse verdichtende, hellrdtliche Granulierung parallel zum Rand
(Abb. 3 und 4). ;

Drurane hat die Darstellung von Hémochromogenkrystallen aus Pyridin
und anderen Basen ohne Zusiitze angegeben, jedoch konnten die beschriebenen
ungewdhnlichen Formen in vielen eigenen Versuchen an Trockenpriparaten auf
dem Objekttriger niemals mit Pyridin allein, sondern immer nur bei nachtrag-
lichem Zusatz von verdiinnter Salzsdure erzeugt werden. AuBerdem erfolgte die
Bildung stets sehr rasch, wihrend die Himochromogenkrystalle aus Pyridin
nach DrLring mehrere Stunden zu ibrer Entstehung benétigten.

Abb. 3. Pyridin-Salzsiure-Blutkrystalle Abb. 4. Pyridin-Salzsiure-Blutkrystalle
(unterste Schicht). Nadelformen. Starke (unterste Schicht). Blattformen. Starke
VergriBerung. VergriBerung,

Es liegt daher die Vermutung nahe, daB hier Pyridin-Chlorhiminkrystalle
entstanden waren, denn Chlorhimin kann mit Leichtigkeit organische Basen
addieren, die sich in die Halogeneisengruppe einlagern (KisTeR). Dies ist um so
wahrscheinlicher, als Dirring die beschriebenen Formen in seinem Atlas der
Hamochromogenkrystalle nicht abbildet oder erwihnt (nur die Reproduktion
eines Priparates von Hamochromogenkrystallen aus Kohlenoxydhémoglobin
nach Piperidinzusatz hat einige Ahnlichkeit mit den obengenannten ,,Blatt-
formén‘‘; im iibrigen treten nach DinriNe Himochromogenkrystalle aus Pyridin
meist in Form von ,,Sternen oder Nadelbiischeln‘‘ auf). Hamsix (II) gewann
durch Ausziehen von in Pyridin geléstem Chlorhamin mit Ather ,,sehr grofie*’,
meist in Drusen gruppierte Krystalle, die sich von den Haminkrystallen ,,durch
den mehr roten Farbton und die Form‘‘ unterschieden, er beschreibt sie aber
leider nicht niher, spiter gab er allerdings an (Hamsrk IV), sie seien ,,den TEICH-
maNNschen Krystallen ahnlich*. "

Die Reaktion mit Pyridin und Salzsiure gelang uns zwar durchaus nicht
regelmiBig, und die Krystalle traten nur selten in maximaler GroBe auf, sie
erschiénen aber im positiven Falle stets in den beschriebenen 3 Schichten. Die
Mehrschichtigkeit ist offenbar Ausdruck eines Diffusions- oder Konzentrations-
gefalles vom Blut zu den Reagenzien. Die groBiten Krystalle lagen denn auch
dem Blut am néchsten. Der dunkle ,,Kern‘ der groflen Formen stellt wahr-
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scheinlich ein Keimzentrum dar, das moglicherweise aus Chlorhdmin besteht
und sich mit Pyridin umgeben hat. — Dies alles ist jedoch nur eine Hypothese;
es ist nicht ausgeschlossen, daB es sich bei diesen Krystallen doch nur um be-
sondere Formen von Hamochromogenkrystallen handelt?.

2. Bestimmung der Empfihdlichkeit der Acetonreaktion.

Eine solche¢ Bestimmung hat neben der theoretischen auch eine
praktische Bedeutung. Es sind Moglichkeiten denkbar, in denen Blut
nicht als Trockenspur, sondern als Beimengung zu anderen Fliissig-
keiten oder als ein Bestandteil von Flecken in Stoff oder in ausge-
waschenen Flecken nachgewiesen werden muB. Fiir derartige Fille
kann es wichtig sein, zu wissen, bis zu welcher Verdiinnung Blut
bzw. Blutfarbstoff noch eine positive Acetonreaktion gibt. Insonderheit
ist dies von Belang, wenn dem Untersucher kein Mikrospektroskop zur
sicheren Schnelldiagnose von Fliissigkeiten oder Ausziigen verdéch-
tiger Flecken zur Verfiigung steht, oder wenn die Blutverdiinnung
bereits so hoch ist, dal die Spektroskopie versagt. Da die Reaktion
indes nur am trockenen Priparat ausgefiihrt werden kann — fliissiges -
Blut mischt sich nicht mit Aceton — muf ein Tropfen der zu priifenden
Losung auf den Objekttrager verbracht werden: nach dem Verdun-
sten der Fliissigkeit kann der Rest dann als ,,Trockenspur® behandelt
werden. :

Auf dieser Grundlage wurden Verdiinnungsreihen von. Blutproben
verschiedenen Hémoglobingehaltes angelegt und die Grenze der Rea-
‘gibilitdt fiir jedes der Blute bestimmt. Der Hamoglobingehalt des
unverdiinnten Citratblutes wurde vor jedem Versuch mit dem HavE-
MANNschen Photozellencolorimeter nach der Cyanidmethode wvon
HAVEMANN-JUNG-V. IssERUTZ bestimmt? oder nach dem SamrI-Wert
durch Dividieren durch 5/4 fiir Citratblut umgerechnet. Zur Kontrolle
wurde eine. Verdiinnungsreihe von (Met)hdmoglobinpulver auf die
gleiche Weise untersucht.

Von dem im Verhaltnis 1:4 mit Natriumecitrat versetzten Blug
wurde eine Stammlésung 1:100 hergestellt. (In der Stammldsung trat
trotz Aufbewahrung im Kiihlen im Laufe der Versuchsdauer eine
unvermeidiiche flockige Féaulnistritbung auf, die aber als unerheblich
fir die Untersuchung angesehen wurde.) Zu 0,5 cm® dieser Ldsung
wurde jeweils die dem gewiinschten Verdiinnungsgrad entsprechende
Menge destilliertes Wasser pipettiert (also z.B. fiir eine 1200fache
Verdiinnung des Blutes zu 0,5 cm® der Stammldsung 5,5 cm?® Aqua

1 Die Bedingungen der Bildung dieser Krystalle werden in einer Dissertation
von R, Loga aus unserem Institut des Niheren untersucht.

2 Herr Privatdozent Dr. H. Zier (Pharmakologisches Institut der Universitit)
war so giitig, diese Bestimmungen fiir uns vorzunehmen,
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dest.). Die hohen Blutverdiinnungen waren nahezu farblos. Die Stufen
der Verdiinnung wurden sehr eng gewihlt, um durch einen langsamen
Anstieg (um nur je 0,1 cm® Wasser) eine genaue Kontrolle der Resul-
tate auszuiiben und das Schwinden der positiven Reaktion exakt fest-
legen zu kénnen. Mittels Capillare oder Glasstab wurden 2—3 Tropfen
der Blutverdiinnung auf den Objekttriger aufgetropft und unter staub-
freiem VerschluB dem Trocknen tiberlassen, nach einigen Stunden
war dann nur noch ein feiner trockener Randkreis iibrig. Eine Be-
schleunigung des Antrocknens im Brutschrank oder iiber der Flamme
wurde nicht vorgenommen, da hierbei der Tropfen im ganzen scheiben-
formig antrocknet, ohne daB sich ein scharfer Randsaum bildet, an
dem entlang die Krystalle aufgesucht werden kénnen, auBerdem
splittert die angetrocknete Spur durch die rasche Erwiirmung zu stark
auséinander.

Es war zunéchst zu konstatieren, daBl Zahl, GroBe und Farbgehalt
der Krystallnadeln im allgemeinen mit steigender Verdiinnung ab-
nehmen., Das Abhingigkeitsverhiltnis zwischen Hamoglobinkonzen-
tration und KrystallgroBe ist indes nicht so streng mathematisch, als
daB nicht immer wieder pldtzlich groflere Nadeln auch in héher liegenden
Verdiinnungsstufen angetroffen wurden. So zeigte z.-B. das Priparat
der 1500fachen Verdiinnung des Blutes ,,Franz‘‘ nur kleinste Nadeln,
wihrend bei der 1860fachen Verdimmnung wieder Riesennadeln ent-
standen. Auch bei ein und derselben Verdinnung fiel die Reaktion
bei Wiederholungen manchmal quantitativ etwas verschieden aus,
offenbar spielte hier das (sich der Steuerung entziehende) optimale
Mischungsverhéltnis von Aceton und Sidure eine Rolle. Die Krystalle
bildeten sich wohl aus diesem Grunde meist auch nur an einer einzigen
Stelle des Ringes. \ '

In den hoheren Lagen der Verdiinnungen waren die Krystalle nur
noch als zarte, beinahe punktférmige, bei oberflichlicher Betrachtung
mit Luftblaschen und Bruchlinien des Randringes oder feinkdrnigen
Staubteilchen zu verwechselnde Striche zu erkennen. Das Auffinden
dieser minimal kleinen Krystalle war daher mitunter recht mithsam,
zumal wenn der angetrocknete hauchfeine Rand kaum in seinem Ver-
lauf unter dem Mikroskop zu verfolgen war. Zuweilen verwischte sich
ein sehr blasser Rand nach dem ZuflieBen der Reagenzien vollig, und
das Bild wurde optisch leer. Fiir eine positive Reaktion wurde
daher grundsitzlich das Vorhandensein einer deutlichen Gruppe von
mehreren Nédelchen in der fiir die hohen Verdiinnungen charakteri-
stischen hellrotlich-briunlichen Farbe verlangt. Erleichtert wurde
die Wahrnehmung von Krystallen dadurch, daB sie im positiven Falle
meist nicht nur auf dem Randringe, sondern auch auBerhalb des-
selben und auffallend oft innerhalb von Luftblasen lagen. Als letzte
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positive Verdimnung wurde immer jene angesehen, bis zu welcher
eine ununterbrochene Folge positiver Reaktionen zu verzeichnen gewe-
sen war und jenseits welcher entweder nur noch sporadisch positive
oder wegen extremer Kleinheit der Krystalle nur als fraglich zu be-
zeichnende oder negative Reaktionen notiert wurden. Eine Reaktion
wurde nur dann als sicher negativ vermerkt, wenn sie bei mindestens
viermaliger Wiederholung nicht gelungen war; lag eine negative Reak-
tion weit unterhalb der spéiter ermittelten kritischen Verdimnungs-
grenze, so wurde sie bis zum positiven Ausfall wiederholt.

Die gefundenen Zahlenwerte sind aus Tabelle 1 zu ersehen. Wie
aus Spalte 3 hervorgeht, lagen die mit der Acetonreaktion noch nach-
weisbaren Hiamoglobinkonzentrationen der Blutverdimnungen etwa

Tabelle 1. Minima der Blutfarbsioffmenge bei positiver Acetonreaktion.

Hiamoglobin Reaktion k%%lz%;%%]ggn Hglg?)oglllﬁfin-
Blut in g-% in positiv der End- menge in
Citratblut Verdiinnung * vgrld;él_l&ng 2—-3 igr;)l)fen
Hof. . . ... ... 5,41 1820 3,3 2—3
Rad. . . . . . ... 7,352 1480 4,9 3—4,5
Krgmer. . . . . . . 12,7 1500 8,5 5—17,5
Franz. . . . . . .. 13,0 25004 5,2 3—4,5
Walter . . . . . . . 13,2 1480 8,9 5—8
Reine Hamoglobin- 0,013 9,55 6—8,5
losung . . . . . . |

1 Sahli 40%. 2 Sahli 55—60%. ® Ohne Citrat. ¢ Mit Spitzen bis zu 3100.
5 Mit Spitzen bis zu 7,3. '

zwischen 3 und 10 mg-%, d.h. um annihernd das 1000fache unter-
halb der Farbstoffkonzentration des Ausgangsblutes (Spalte 1). Die
zum Vergleich versuchte Spektroskopie gab schon oberhalb wvon.
1000fachen Blutverdiinnungen nur noch unsichere Resultate. — Indes
ist die Hamoglobinkonzentration einer Fliissigkeit fiir die Acetonreak-
tion letzten Endes unerheblich, da nicht der Gesamtgehalt an Blut-
farbstoff entscheidet, sondern die an einer Stelle des angetrockneten
Tropfens vorhandene Menge, die hier eine Krystallbildung zulit. Die
an der Verdinnungsreihe der reinen Himoglobinvergleichslosung er-
mittelten Werte stimmen mit den Ziffern fiir Vollblut tiberein. Die
scheinbaren Diskrepanzen in den Werten der letzten noch positiven
Verdiinnungen im Verhéltnis zum Hémoglobingehalt der Ausgangs-
blute (Spalte 2) sind von wenig Belang, denn der Unterschied im
Farbstoffgehalt von zwei aufeinanderfolgenden Stufen, ausgedriickt
im Konzentrationswert, betrug nur 1/10 mg, die Endverdiinnungen
waren somit mehr oder weniger von der gleichen GréfSenordnung.
Die Konkordanz der Ergebnisse geht iiberzeugend aus Spalte 4 hervor,
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in der die absoluten, in der ,,Spur® vorhandenen Hédmoglobinmengen
errechnet sind (ein Tropfen aus den verwendeten Capillaren wog etwa
30 mg, 2—3 Tropfen wurden jeweils aufgetropft). Die Anwesenheit
von 2—8y Blutfarbstoff auf dem Objekitriger gewiigt also zur Bildung
von Acetonchlorhdminkrystallen.

Damit diirfte die hohe Empfindlichkeit der Reaktion fiir den Nach--
weis von Blut in schwachen Losungen gekennzeichnet sein. (Es ist
demgegentiiber auffillig, daB sich in den Versuchen CHIODIs schon bei
ganz schwachen Blutverdiinnungen keine Krystalle mehr bildeten.)
Die mikrospektroskopische Nachweisgrenze des Himoglobins liegt nach
GLAISTER bei 65y. Onrauio gelang zwar mit der Darstellung von
Hématinkrystallen mittels Jodwasserstoffséure nach der Methodik von
StrzYZOWSKY der Blutnachweis aus 5y Blut [ebenso bereits TrrcH-
MANX selbst (nach WAGENAAR)], und WAGENAAR wies mit der Aceton-
reaktion bis zu 50y eingetrockneter Blutiliissigkeit nach, indes han-
delte es sich bei diesen Befunden ja um Ganzblutschiippchen, also
um eine kompakte Modifikation des Substrates.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde mittels der gleichen Technik
die Empfindlichkeit der Acetonchlorbiminreaktion mit der Hémo-
chromogenreaktion verglichen. Die angetrockneten Restringe wurden
zum Zwecke der Darstellung von Hémochromogenkrystallen mit der
Losung nach Taxayama II versetzt. Der Versuch wurde nur an einer
Verdiinnungsreihe (bei Anstieg der Stufen um 0,5 cm® Wasser) aus-
gefiihrt. Eine Krystallbildung in Form feinster Nadeln lief3 sich hierbei
nur bis zu einer 1100fachen Blutverdiinnung beobachten, sporadische
Spitzenreaktionen mit einer Krystallbildung an dem einzigen noch
erkennbaren Reststiick des Randsaumes traten bei 1400- und 1500-
facher Verdiinnung auf. Der negative Ausfall der Reaktion in dariiber-
liegenden Blutverdinnungen hat jedoch seine Ursache nicht in einer
grundsitzlich geringeren Empfindlichkeit der Himochromogenreaktion,
sondern ist akzidenteller Natur: das Pyridin des Reagenzes 16st allzu
kleine Blutfarbstoffreste in wenigen Sekunden ginzlich auf —, tiber
die potentielle Fahigkeit des Reagenzes, auch in sehr hohen Blut-
verdiinnungen noch Hémochromogenkrystalle zu bilden, ist damit
nichts gesagt. Somit diirfte die Acetonreaktion mit ihrer Verwendung
indifferenter Reagenzien der Hdmochromogenreaktion beim Blutnachweis
in Fliissighkeiten von sehr. geringem Farbstoffgehalt iberlegen sein.

Auf Grund-der vorstehend geschilderten Erfahrungen ist fiir den
mikroskopischen Nachweis von Blut in sehr hohen Verdiinnungen
mittels der Acetonchlorhidminreaktion bei Anwendung der beschrie-
benen Trockentropfenmethodik zu empfehlen, den zu untersuchenden
~ Tropfen recht dick zu machen, um moglichst viel Farbstoff in ihm
aufzuhiiufen, den Tropfen sodann véllig eintrocknen zu lassen, die
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Reaktion aber innerbalb von 24 Stunden anzustellen, da der zarte
Trockenrand bei lingerem Warten zu sehr abbla8t und sich auferdem
leicht mit feinen Staubteilchen bedeckt.

Dafl sich aus NadelgroBe und -zahl nicht unbedingt Riickschliisse
auf die in einer Losung vorhandene Hamoglobinmenge ziehen lassen,
wurde bereits erwidhnt. Beide sind mehr oder weniger vom Zufall
der Mlschung abhingig. Wenn sich auch bei der praktischen Aus-
fihrung der Reaktion ein bestimmtes optimales Verh#ltnis zwischen
Blutmenge, Aceton und S#ure niemals willkiirlich wird herstellen
lagsen, wurde zum Abschlufl des quantitativen Teiles der Studie der
Versuch gemacht, wenigstens in vitro zu ermitteln, in welchem Ver-
hiltnis die drei Komponenten anwesend sein miissen, damit die gréBten
Nadeln entstehen. Citratblut, Aceton und Mineralsiure (in diesem
Fall Phosphorséure) wurden in Kombinationen von 1, 3 und 6 cm?3
miteinander gemischt. Bereits bei Zusatz des Acetons zum Blut fiel
augenblicklich ein grobflockiger, weiBllicher Niederschlag aus, der sich
nach Zuftigen der Séure meist verdickte und grau oder schwarz ver-
farbte (Bildung sauren Hématins). Es entwickelte sich dabei eine
geringe Reaktionswirme und etwas Gas (nach Hamsix I1I durch Ver-
dréngen von Sauerstoff aus dem Hamoglobinmolekiil durch das Aceton).
Der nach Zentrifugieren der Gemische vorhandene Riickstand war in
Menge und Dicke recht verschieden; in 3 Pillen blieb die ganze Mi-
schung zahfliissig, 8mal war der Riickstand nur gering, 7mal war seine
Menge miBig groB, in den iibrigen 8 Fillen war das Gemisch im ganzen
fest geronnen.

Bei mikroskopischer Besmhtlgung der Ausstriche der Bodensitze
und Riickstinde ergab sich, dafl unter den 26 mdglichen Mengen-
variationen tiberhaupt nur in 7 Féllen sich Krystalle gebildet hatten,
und zwar in den Kombinationen 1 em?® Blut — 3 cm3 Aceton — 1 em3
Saure (Versuch d der Reihe), 1 — 3 — 3 (Versuch e), 1 — 6 — 3 (Ver-
such h), 3 — 3 — 1 (Versuch q), 3 — 6 — 1 (Versuch r), 3 —6 — 6
(Versuch v) und 3 — 6 — 3 (Versuch y). Es traten hierbei reichlich
Wachstumsformen auf. Im einzelnen zeigte d maBig viel typische
Nadeln von riesiger GroBe bis zu 120 4 Lénge und 15 u Dicke mit zum
Teil gespaltenen Enden, daneben auch federkielartige Skeletformen
mit dunkelfarbiger, iiber ein Ende hinausragender, blattstielartiger
Langsachse, im iibrigen aber nur groben, amorphen Krystallstaub
(Krystallite). e bot massenhaft plumpe, dunkelbraune sechsseitige
Tafeln (Schnitte prismatischer Krystalle mit aufgesetzten Bipyra-
miden), auBerdem auch Rechtecke mit monopyramidalem Ende.
Gleichartige, ganz grobe, hell- bis dunkelbraune Vorstufenformen mit
einer groften Lénge von 30 u bei einer groBten Breite von 9 u fanden
sich auch in h. Im Sinne der bisherigen Untersuchung ,typische®,
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d. h. ausgewachsene, meist recht schlanke Nadeln von 1 bis zu 27y
Linge enthielt q. r zeigte nur Krystallite. v wies massenhaft kurze,
sowie schlankovale Nadeln, ferner Skeletformen und Leisten mit
Pyramidenenden (und ziemlich ungerader Randbegrenzung), daneben
auch reichlich kleinste, nahezu amorphe Brockel auf. Die groften
Mengen typischer Nadeln (von mittlerer GroBe) enthielt .

Ein orientierender Vorversuch hatte bereits folgendes Resultat
gezeitigt : Verhiltnis der drei Bestandteile Blut—Aceton—S#ure 1:10:3
(entspricht etwa Versuch r) = winzige Nadeln und amorphe Partikel;
Verhiltnis 2:2:1 (entspricht etwa Versuch q) = reichlich sehr kleine
Nadeln; Verhidltnis 1:5:3 = Nadeln in allen Gréfen, iiberwiegend
aber kleine; Verhdltnis 4:2:1 = einige typische Nadeln mittlerer
GréBe; Verhiltnis 2:8:3 = Nadeln bis mittlerer GroBe; Verhiltnis
1:3:2 (entspricht etwa Versuch d) = gewaltige Mengen Nadeln, darun-
ter auch recht groBe. ’ '

Feste Regeln sind aus diesen Befunden nicht abzuleiten: sowohl
ein UberschuB von Blut im Verhiltnis zum Aceton, wie umgekehrt
des Acetons zum Blut erzeugt Krystalle, zum Teil in unreifen Formen.
Immerhin scheint ein etwa 2—5faches Uberwiegen der Acetonmenge iiber
das Blut der Krystallbildung am férderlichsten zu sein. Die Siuremenge
betrug in allen vorstehenden Fallen niemals mebr als die Blutmenge,
meist lag sie unter ihr. Die groBten Nadeln in Endform erzeugten
die Kombinationen 1 — 3 — lund 1 — 3 — 2.

Eine Beziehung zwischen Menge und Dicke des Riickstandes einer-
seits und der Krystallbildung bzw. ihrem Reifegrad andererseits be-
stand offenbar nicht: z. B. gehérten h und v zu den im ganzen geron-
nenen Kombinationen, boten aber keineswegs die grofiten oder. reif-
sten Nadeln und in den anderen 6 Totalniederschligen sowie in 3
Kombinationen mit einer mifigen Riickstandsmenge waren iiberhaupt
keine Krystalle enthalten. Allerdings scheint die Krystallbildung doch
wohl an eine gewisse Niederschlagsmenge gebunden zu sein, denn
in den 11 Gemischen ohne oder mit nur geringem Riickstand war
durchweg keine Krystallbildung zustande gekommen.

3. Versuche hinsichtlich der Spezifitit der Acetonreaktion.

Die Reaktion wurde in der oben angegebenen Technik auch an
anderen gefirbten Korperfliissigkeiten und Ausscheidungen ausgefiihrt,
und zwar zunidchst an Urin vom Gesunden, Faeces und Ikferusharn.
Bei diesen Substraten war keine Spur einer Krystallbildung festzu-
stellen. Dagegen entstanden in einem Préparat von Galle zahllose,
vollig charakteristische, unmeBbar kleine bis 9 4 lange Nadeln. Aller-
dings liel sich dieser Befund kein zweites Mal reproduzieren, vielmehr
traten in anderen Priparaten von Galle entweder iiberhaupt keine
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Krystalle oder den Acetonnadeln recht undhnliche Gebilde auf: nim-
lich vollig farblose, schlanke, gerade, durchweg stumpfendige Nadeln
von einer Linge bis zu 60 u, die zum Teil Wachstumssporne zeigten;
daneben gleichartige, mehr linglich.rechteckige und kurze rhombische
Formen. Aber auch diese Krystalle bildeten sich nicht einmal regel-
miBig in Praparaten der gleichen Galle. Ob die Form der entstehenden
Krystalle etwa von der Farbe der fliissigen Galle im Einzelfall (mehr
braun oder mehr griin) abhingt, wurde nicht niher untersucht. Auf
Grund dieser Befunde kénnte man indes annehmen, daB auch das
eisenfreie Porphin mit gesprengter Ringbindung noch eine Fahigkeit
zur Bildung von Chlor, himin® (?) besitzt, wilrend die atypischen
blassen Nadeln vielleicht als ,,Acetonchlorbilirubin® bezeichnet werden
konnten.

Des weiteren wurde die Reaktion an verschiedenen Tierbluten
angestellt (gewisse Blutarten weisen ja besondere Modifikationen ithrer
Hiamoglobinkrystalle bei Reindarstellung auf). Es wurde Blut von
Huhn, Hund, Koninchen, Katze, Maus, Meerschweinchen, Pferd, Rind,
Schaf, Schwein und Ziege gewihlt ; morphologische Unterschiede waren
nicht wahrzunehmen: die Nadeln waren stets vollig identisch mit-
einander und mit den Acetonkrystallen aus Menschenblut. CHIODIS
Befunde von Unterschieden in Gréfe und Farbe betrafen wohl zu-
fallige Varianten, wie sie bei der Reaktion in gewissen Grenzen durch-
aus gewohnlich sind. Nur ein Hundeblutpriparat zeigte auller den
typischen Krystallen an einer Stelle auch sehr lange, ganz blasse,
zum Teil rechteckige Krystalle, deren Anordnung an sog. ,,gestrickte‘
Skeletformen erinnerte, zum Teil auch hauchdimn-strichférmige Kry-
stalle, die Ahalichkeit mit den fidigen Formen NENcKIs hatten. DafB
die Teicemannschen Krystalle fiir alle Himine gleich sind, gilt als
unbestrittene Tatsache.

4. Die Acetonreaktion an Himoglobinabbauprodukten.

Es blieb nunmehr noch ndher zu prifen, ob und bis zu welchem
"Punkte die Acetonreaktion auch mit Derivaten des Blutfarbstoffes
positiv ausfillt. Methoden zum Nachweis von Blut an dessen Abbau-
produkten sind ja in der Spurenkunde wichtig, da alternde Blut-
spuren sich bekanntlich im Laufe der Zeit zersetzen. Diese Zersetzung
wird begiinstigt durch Exposition im Freien, Feuchtigkeit und Hitze.
Blut kann sich somit infelge chemischer Verinderungen des Hamin-
molekiils einem spiteren Nachweis ganz entziehen. Auch kiinstlich
erhitzte Blutreste enthalten nur Spaltungsprodukte des urspriinglichen
Hamoglobins. Es wurden also mittels unserer itblichen Technik Ver-
suche mit der Reaktion an spontan entstandenen und kiinstlich er-
zeugten Abbaustufen des Blutfarbstoffes vorgenommen, besonders im
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Hinblick auf die Befunde Cmropis. Die Varianten der sauerstoff-
tragenden Komponente des Hamoglobins (Methémoglobin, Kohlen-
oxyd-, Stickoxyd-, Sulf- und Cyanhidmoglobin), sowie der EiweiB-
anteil des Blutfarbstoffes konnten bei der experimentellen Priifung
der Reaktion an veréindertem Blut als fiir den Reaktionschemismus
belanglos auBer Betracht bleiben.

An der blutig verfirbten Faulnisflissigkeit aus der Brusthohle

einer 5 Monate alten, aus dem Erdgrab exhumierten Leiche war die
Realktion kriftig positiv. Mit gefaultem, 16 Monate altem, im Reagens-
glas asserviertem Vollblut bildeten sich neben amorphem Krystall-
staub auch viele, allerdings recht kleine, typische Nadeln (die Klein-
heit der Krystalle aus faulem Blut erwéhnt auch CriopI). Eine zum
Vergleich angestellte H#mochromogenreaktion (mit Pyridin und
. Schwefelammonium) war im ersten Falle negativ, im zweiten Falle
entstanden an einer Stelle des Priparates zahlreiche schwirzliche (1)
kurze Nadeln-und plumpe, ganz kurze, strichformige Stabchen; bei
Zusatz des Reagenzes nach Taravama II bildeten sich keine Krystalle.
Damit war die Brauchbarkeit der Acetonprobe gegeniiber stark ge-
faultem Blut festgestellt, gleichgiiltig, ob hier auch schon H#mo-
chromogen oder gar Deuteroporphyrin vorgelegen hatte. Mehr all-
gemein hatte WAGENAAR bereits angegeben: ,,Auch altes und halb-
verwestes Blut gab mir immer ein positives Resultat.” Auch an
Teerfaeces aus dem Mastdarm einer frischen Leiche fiel die Reaktion
iibrigens stark positiv aus.

Durch Reduktion frischen Blutes mit Ammomumsulfld und Ver-
setzen mit 30% Natronlauge wurde sodann Hdmochromogen in vitro
hergestellt und am angetrockneten Tropfen der Reaktion unterworfen.

Es bildeten sich sofort die charakteristischen Acetonkrystalle, aller-

dings war ihre Farbe etwas blasser als gewohnlich. Weiterhin wurde
durch Zufiigen von konzentrierter Schwefelsdure zu Blut und Erwir-

-

men saures Hamatoporphyrin und durch anschlieBendes Neutralisieren '

mit 2% Natronlauge und Auflésen des entstandenen Niederschlages
im Uberschuf von 30% NaOH alkalisches Hamatoporphyrin dargestellt.
Da das Antrocknen der Tropfen des sauren Himatoporphyrins infolge
des hohen Siedepunktes der Schwefelsiure groBie Schwierigkeiten
machte, wurden nur kleinste Spuren des Substrates auf den Objekt-
tréger verbracht. Der nach einigen Tagen entstandene hellbrdunliche
Trockenrand wurde nach Absaugen des fliissigen Mittelteiles des
Tropfens und Uberschichten mit den Reagenzien unsichtbar, das
mikroskopische Bild war optisch leer. Auftropfen der Reagenzien auf
den {liissigen Tropfen hatte das gleiche negative Ergebnis. In einer
dritten Modifikation wurde eine ganz geringe Spur der Fliissigkeit
auf dem Objekttriger ausgestrichen und unter dem Deckglas wie iiblich
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mit den Reagenzien iiberschichtet: hierbei erschienen nur in einem
Priaparat nebst polyedrischen durchsichtigen Krystillchen verschie-
dener GréBe zahireiche farblose, meist in Drusen und Haufen liegende
iiberwiegend sehr lange und stumpfendige Nadeln ohne alle Ahnlich-
keit mit Acetonkrystallen. In den Prédparaten des alkalischen Héimato-
porphyrins kam es auf dem Untergrund der verschiedenen Salzkrystalle
und briunlicher amorpher Massen ebenfalls nicht zu einer Bildung
von Acetonkrystallen.

Es kann demnach vermutet werden, daf die Reakiion auch im Verlaufe
des natiirlichen Blutabbaues bei Zerstorung des Himinmolekiils negativ
wird. Diese These wird durch die eingangs zitierten Befunde MuLONTs
+an verwitterten und durch Metalle chemisch angegriffenen Blutspuren
erhiirtet. Wie die einmal beobachtete Bildung typischer Aceton-
krystalle aus Bilirubin mit diesem Ergebnis in Einklang zu bringen
ist, bleibe dahingestellt, sollten im iibrigen aber jene blassen stumpfen
Nadeln des ,,Acetonbilirubins‘‘ nicht mit dea morphologisch gleichen
Krystallen aus saurem Hédmatoporphyrin chemisch identisch sein %

Um schlieBlich einen ungeféhren Anhalt zu gewinnen, inwieweit
sich aus intensiv erhitztem Blut Acetonchlorhimin darstellen 1aBt,
wurde fliissiges Blut 1 und 2 Stunden im Wasserbad gekocht. Die
nach dem Erkalten an den schmierig-braunen Koagulaten ausgefiihrte
Reaktion war kraftig positiv. Ebenfalls positiv war die Reaktion an
Methémoglobinpulver, das in Réhrechen fiir 1 und 2 Stunden in Wasser
bei 100° belassen worden war ; die Krystalle waren hier von tiefschwar-
zer Farbe. Dagegen war die Reaktion sowohl an Koagulaten von
fliissigem Blut wie an Methémoglobinpulver nach 1- und 2stiindigem
Erhitzen bei etwa 200° im Sandbad durchweg, und zwar auch bei
zahlreichen Wiederholungen, negativ. Beide Substrate waren hier
nach der Erhitzung zu harten, splitterigen Bréckeln geworden, mikro-
skopisch waren die Methadmoglobinpartikel in rundliche und halb- .
mondfdrmige, zum Teil auch polyedrische Schollen verwandelt. Zur
Orientierung wurde gleichzeitig die Benzidinreaktion angestellt, die
immer (mit Ausnahme des 2 Stunden bei 200° erhitzten Methimo-
globinpulvers) kriftig positiv ausfiel.

Die kritische Grenze der Acetonkrystallbildung aus erhitztem Blut
liegt also zwischen 100 und 200° C, wie sich bereits nach den Angaben
CuiopIs hatte vermuten lassen, wobei eine kiirzere Erhitzung auf
200° das Hamoglobinmolekiil offenbar stirker angreift als lingeres
Erhitzen auf 100° (die Koagulationstemperatur des Hamoglobins. liegt
bei 649 Immerhin diirfte es ratsam sein, harte Blutschollen nach

t Uber die genaue Festlegung der kritischen Erhitzungsgrenze, auch im
Vergleich mit der Hiamochromogenreaktion, berichtet' K. LIEDERWALD in einer
Dissertation aus unserem Institut.
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dem Vorschlag von CHiopI zunéchst 1—2 Tage in einigen Wasser-
tropfen zu weichen, da danach eine anfinglich negative Reaktion noch
gelingen kann (s. LieDERWALD). Nach WAGENAAR lassen sich Himo-
chromogenkrystalle noch nach stundenlangem Erhitzen von Blut auf
1259 erhalten, ebenso nach Erhitzen auf 200° bis zu 25 Min. Scara-
MaccHIA konnte aus Blutproben, die 2—10 Min. Temperaturen von
140—220° ausgesetzt gewesen waren, nach den Verfahren von Ta-
MASSIA-OTTOLENGHI und STRZYZOWSKY keine TrrcEmManxschen Kry-
stalle mehr erzeugen.

Zusammenfassung der Ergebnisse und SehluBfolgerungen.

Die Acetonchlorhdminreaktion ist eine sehr einfache und zuver-’
lassige Methode des qualitativen Blutnachweises an Trockenspuren
mit einer recht groBen Anwendungsbreite. Sie gestattet den Nach-
weis von minimal 28y Blutfarbstoff in einer Spur. Die Krystalle
lagsen sich auch aus stark gefaultem Blut, aus Methimoglobin,
dagegen nicht mehr aus Hématoporphyrin und aus Blut, das bel
2000 gekocht wurde, gewinnen. Die Reaktion ist indes insofern nicht
streng ,,organspezifisch®, als sie anscheinend auch mit Galle, d. h.
mit Bilirubin (dagegen nicht mit Harn- und Kotfarbstoffen) positiv
ausfallen kann, ’

Die Reaktion laBt sich bequem auch an bluthaltigen Fliissigkeiten
und Ausziigen anstellen und ist hierbei an Empfindlichkeit der
Hamochromogenreaktion iiberlegen; es miissen hierfiir Trockenpriipa-
rate von Tropfen auf dem Objekttriger angefertigt werden. Es wurden
Hinweise zur Ausfithrung der Reaktion gegeben. Der Krystallblldung
am forderlichsten ist ein etwa 2—5faches Uberwiegen des Acetons
itber das Blut. :

Die Acetonchlorhiminkrystalle zeigen gerade Ausldschung und
~ Dichroismus. Die Entstehung aus Krystalliten und Skeletformen
konnte beobachtet werden. Die Krystalle aus Menschenblut und Blut
einer Anzahl von Haustieren sind morphologlsch vollig identisch, die
Reaktion ist somit zur Artdiagnose nicht verwertbar.

Die Reaktion tritt am Hémoglobin- bzw. Haminmolekiil ein, ohne
daB eine Uberfithrung des Himoglobins in eine Abbauform (wie beim
Nachweis des Blutes als Hamochromogen) notwendig ist. Sie leistet
daher an Ausziigen von Blutflecken im besonderen dann mehr als die
Hiamochromogenreaktion, wenn das Hamoglobin etwa durch Chemi-
kalien unfihig zur H#dmochromogenbildung (PUuPPE) geworden ist.

Die oft so ,,halsstarrige’ TrrcaMANNsche Probe, die essentiell nicht

von der Acetonchlorhiminreaktion verschieden ist, sollte zu deren
Gunsten ganz aus dem himatologischen Praktikum verschwinden.
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