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Uber photosensibilisierende, nicht aut Himatoporphyrin
beruhende Wirkungen von Salzsiure-Blutfiliraten
Von

F. ScaLever, K. SELLigr und D. No¢KER
Mit 5 Textabbildungen
(Eingegangen am 2. Januar 1956)

Der exakte Blutnachweis in Flecken auf Textilien ist entweder durch
Blutfarbstoff-Kristallreaktionen im Extrakt oder mikrospektrophoto-
graphisch zu fiihren. Dr FraxcEsco empfahl (1952) eine neue Methode:

Der Fleck (GroBe nicht angegeben) wird in HCl (Konzentration nicht ange-
geben) gelost, der Extrakt mit Wasser verdimnt und ausgiebig mit Wasser fil-
triert, das Filtrat mit NaOH neutralisiert.

Diese ,,gebrauchsfertige Hdamatoporphyrinldsung®, die der Autor spektro-
skopisch kontrolliert zu haben angibt, wurde je 5 Miusen als je 6, 4 und 2 ,,mg
Hamatoporphyrin® injiziert. Bei den ersten beiden Gruppen wurde nach ling-
stens 2 bzw. 15 min Sonnenbestrahlung das typische Bild der Photosensibili-
sierung, in 7 Fallen mit Verenden der Tiere nach 10 bzw. 30 min, beobachtet. Die
Sensibilisierung war dabei viel stirker als bei Vergleichsversuchen mit Handels-
hamatoporphyrin (ZiLLEREN). Eine Fluorescenz der Versuchslosung oder der
Tiere wird nicht erwéihnt.

Gegen die Deutung dieser Versuchsergebnisse als Porphyrinwirkung
lassen sich bereits theoretisch Zweifel duBlern. Zunichst findet die Mei-
nung, aus Blut entstehe durch einfaches Versetzen mit HCl Hédmato-
porphyrin, in unseren Kenntnissen iiber die Herstellungsmdglichkeiten
von Hématoporphyrin keine Stiitze. Nach Abspaltung des Globins
durch Essigsiure 146t sich mittels verdiinnter Salzsiure zwar aus dem
Himoglobin Hdmin bilden, aus dem aber erst durch Reduktion Hdimo-
chromogen hergestellt werden muB, welchem dann durch die Salzsiure
das Eisen entzogen wird, so daB Hématoporphyrin resultiert (Horpz-
SEVLER, BrUGscH). Voraussetzung ist dabei Luftabschluf, da der Luft-
sauerstoff das Hidmoglobin entweder bereits zu Hémiglobin oxydiert
hat (in dlteren Blutflecken), oder die Sdurespaltung die (unbestédndige)
Fell. in die (bestindige) Fel''-Form iiberfithrt. GrinsTEIN behandelt
Blut mit Oxalsdure in Gegenwart von Schwefelsiure (die Darstellung
aus Protoporphyrin oder aus Hiamin mittels Bromwasserstotf-Eisessig,
Stehenlassen mit Eisessig-Ather oder Salzsiure, Kochen mit Eisessig
oder Schwefelsiure nach H. Fiscaer, KUsTER, WILLSTATTER, SCHUMM
und Mitarbeitern kann hier iibergangen werden). Es handelt sich jeden-
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falls immer um differenzierte oder langwierige Verfahren. Ferner setzt
DE FrANCEScO Himatoporphyrin quantitativ gleich Hamoglobin, ohne
jedoch zuvor die Hb-Konzentration seiner Blutfleckenextrakte bestimmt
zu haben, die ,,Milligramm Himatoporphyrin® sind somit nicht nach-
rechenbar. Immerhin erschienen aber die Befunde des Autors so auffillig,
und das Verfahren des Blutnachweises im biologischen Versuch so neu-
artig, daB sie zu einer experimentellen Beschiftigung mit den Grund-
lagen anregten.

Methodik

Ein Teil frisches, menschliches Citratblut wurde mit 3 Teilen konz. HCl ver-
setzt, der Niederschlag wurde unter UbergieBen mit Waser in der 6fachen Menge
des Blutes abfiltriert, das tritbe Filtrat bis zur Klarung (Neutralpunkt) mit 10%
NaOH alkalisiert. Nach Absitzenlassen von Flocken und Schlieren wurde noch
einmal filtriert. Das Endfiltrat warde in Mengen von 0,3 (3 Tiere), 0,5 (4 Tiere),
1,0 (11 Tiere), 1,2 (3 Tiere), 1,3 (4 Tiere) und 1,5 cm? (29 Tiere) Méusen subcutan
injiziert. Die Tiere wurden anschlieBend mit einer Quarzlampé bestrahlt.

Ergebnisse

Sofort nach Bestrahlungsbeginn wurden alle Tiere mit den Injek-
tionsmengen 1—1,5 em?® zunehmend lichtscheu, unruhig und taumelig,
alsbald kam es zu Sekretflufl aus Nase und Augen, nach etwa 11/, Std
trat Dyspnoe auf. Von insgesamt 47 Tieren mit den Injektionsmengen
tiber 1 em?® Versuchslésung waren 25 nach 2 Std bei Bestrahlungsende
oder bis zum néchsten Tag verendet (das Ausgangsverhiltnis Blut:
Salzsdure 1: 3 hatte sich in Vorversuchen als am stdrksten toxisch er-
wiesen). Innerhalb der folgenden Tage schwollen die Képfchen aller
tiberlebenden Tiere an, die Ohren waren gerdtet, die Augen verquollen,
die Injektionsstellen zeigten Haarausfall und Nekrosen. Injektions-
mengen unter 1 cm?® wirkten schwicher, unterhalb 0,5 cm® war kein
Effekt zu beobachten. Die Versuchs]losung fluorescierte nicht.

Tageslicht bewirkte nur eine geringe Lichtscheu, Ataxie und Apathie,
aber keine Todesfille. Sofort nach der Injektion ing Dunkle verbrachte
Tiere (je Einzelversuchsansatz ebenfalls mehrere Tiere) wurden nur
taumelig, nur 1 Tier mit 1,5 cm3 Versuchslosung starb. Weitere Kon-
trollversuche mit UV-Bestrahlung ohne Injektion, Bestrahlung nach
Injektion von 1,5 cm? Citratblut ohne Zusitze und nach Injektion von
neutralen HCI-NaOH-Gemischen ohne Blutzusatz hatten keinerlei
Wirkung.

Vergleichsversuche mit reinem Himatoporphyrin

50 mg Hamatoporphyrindichlorhydrat-Nordmark (NExcki, Himatoporphyrin-
gehalt 89,14% ) wurde in 3 cm? 0,5 % HCI gelost, die Losung wurde mit 10% NaOH
neutralisiert bzw. schwach alkalisiert. Hine 10%fache Verdimnung zeigte im UV.-
Licht noch deutliche Rotfluorescenz im Sauren und Alkalischen. Gruppen von je
5 Mausen wurden je 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1,0 cm? der Losung (je Kubikzentimeter
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rund 9 mg Hamatoporphyrin) injiziert. Prompt nach Beginn der UV-Bestrah-
lung entstand das typische Bild der von HausmMany beschriebenen Photosensibili-
sierung mit Fluorescenz der unbehaarten Korperteile, Unruhe und zum Teil
Sekretflul, am stéirksten nach Injektion von 0,6—1,0 cm® der Losung, im ganzen
schwicher nach Einwirkung von Tageslicht. Ein Tier war am néchsten Tage tot.

Versuche mit 0,8, 1,0, 1,2 und 1,6 cm? ,,Photodyn*‘-Nordmark (0,5% Lésung
Hématoporphyrin-NENcKI, je Kubikzentimeter 5 mg) in der gleichen Anordnung
verliefen analog, abgesehen von etwas stirkerer Giftigkeit, wohl infolge saurer
Reaktion der Lésung (4 von 20 Tieren eingegangen):
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Abb, 1. Absorptionsspektrum des Filtrats der Blut-Salzsdurefiliung

Als drittes Praparat wurde (saures) ,,Bioporphin‘‘-Pharmaka-Labofach (0,5% -
Losung von Hamatoporphyrin-HoppE-SEYLER, je Kubikzentimeter 5 mg) zu je
0,8, 1,0 und 1,2 cm? erprobt, ebenfalls mit typischer und starker Wirkung (3 von
15 Tieren eingegangen).

Spektrophotometrische Untersuchung

Abb. 1 zeigt die Extinktionswerte der Injektionslésung aus der
Salzsdurefiliung des Blutes, Abb. 2 und 3 zum Vergleich die Absorptions-
spektren von Héamatoporphyrin-Nordmark und ,,Bioporphin“, Abb. 4
das Spektrum eines Blutfleckeneluats nach pE FraNcESCO.

Bioporphin hatte iibrigens im Gegensatz zu Héamatoporphyrin-NENCKI im
Sauren ausgesprochene Blaufluorescenz, die im Alkalischen nach Blaulich-Rot
iberging. Gegeniiber Photodyn unterschied sich Bioporphin in den Extinktionen
etwa um den Faktor 20—25, ist daher (abweichend von den Angaben der Her-
steller) schwécher konzentriert, wie auch schon mit bloflem Auge festzustellen war.

Obwohl das Salzsiurefiltrat der Blutfillung neutralisiert worden war,
mubte ein allgemeiner Effekt des Mineralsiure-Blutgemisches ausge-
schlossen werden. Daher fillten wir auf dieselbe Weise Blut mit konz.
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Schwefelsiure, das dunkelrote, gereinigte Filtrat wurde schwach al-
kalisiert und in der gleichen Versuchsanordnung wie beim Haupt-
versuch in steigenden Mengen Gruppen von je 5 Miusen injiziert. Je
3 Tiere wurden sogleich bestrahlt, je 2 blieben im Dunkeln. Das Sub-
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Abb. 2. Absorptionsspektrum von Hamatoporphyrin-Nordmark. (— + ~—+ im Sauren,
------ im Alkalischen)

strat erwies sich als hochtoxisch: fast alle Tiere mit der Versuchsmenge
1,0—1,5 em® verendeten nach wenigen Minuten oder wihrend der
2stiindigen Beobachtung oder wurden nach 12 Std tot aufgefunden,
ebenso auch die Tiere, die das Kontrollgemisch Sdure-Lauge ohne Blut
erhalten hatten. Der einzige Unterschied zwischen dem Verhalten der
bestrahlten und der unbestrahlten Tiere war dabei, daB die bestrahlten
im allgemeinen erst taumelig, dann aber iibererregbar wurden und unter
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Krimpfen verendeten, wihrend die unbestrahlten ataktisch-apathisch
eingingen. Die Wirkung dieses Substrates kann somit zu dem elektiv-
photosensibilisierenden Effekt des Blut-Salzsturefiltrats nicht in Par-
allele gesetzt werden.

Uberraschenderweise zeigte die spektrophotometrische Kurve des
Schwefelsiiure-Blutfiltrats sowohl im Sauren wie danach im Alkalischen
die typischen Absorptionsmaxima des Hématoporphyrins (Abb. 5, vgl.
Abb. 2, geringe Abweichungen sind
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Abb. 3. Absorptionsspektrum von ,,Bio-
porphin® (+ —+ — im Sauren, —*—+—
im Alkalischen)

Abb. 4. Absorptionsspektrum des Eluats eines
Blutfleckens (0,5 cm? Blut) mit 15 ¢m?® konz.
Salzséiure

aus frischem Blut Hématoporphyrin darzustellen. Der Versuch, durch
Extraktion groBer Blutflecken auf Stoff mittels 55% H,SO, Hémato-
porphyrin zu gewinnen, miBlang: der intensiv braunrot gefirbte Saure-
extrakt eines 3 Jahre alten, aber auch eines ganz frischen, fein zer-
kleinerten Fleckens wies spektrophotometrisch keinerlei Extinktions-
maxima auf (Abb. 5, C).

Besprechung

Die Injektion des Blut-Salzsiure-Fallungsfiltrats rief bei den Ver-
suchstieren in der Tat das Syndrom der Photosensibilisierung, iibrigens
aber auch andere Storungen (Ataxie bei den im Dunkeln gehaltenen
Tieren) hervor. Allerdings konnten die Befunde pE FRANCESCOs quanti-
tativ insofern nicht reproduziert werden, als das direkt aus reinem Blut
hergestellte Gemisch, von dem man doch eine noch stédrkere Wirkung
hitte erwarten sollen als von Blutfleckenextrakten, einen durchaus
schwiicheren Effekt hatte (insgesamt nur 44% gegen 66% Todesfille
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DE FrancEscos). Auf Hamatoporphyrin war die Wirkung jedoch nicht
zuriickzufiithren, wie aus den eingangs angestellten Uberlegungen her-
vorgeht, und wie es die spektrophotometrischen Resultate bestétigen:
die Versuchslosung aus reinem Blut nach Salzsiurefillung zeigte im
interessierenden Bereich einen ganz

flach abfallenden Verlauf, Blut- &ZL +\
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. o - s Abb. 5. Absorptionsspekiren des Filtrats
des reinen Hamatoporphyrins. Fir 4 o retallune (4 im San.

die Praxis des Blutnachweises an  ren, Bim Alkalischen)und des Eluats eines
. - Blutfleckens mit 55 % Schwefelsdure (C).

Flecken erscheint das Verfahren Je- Kurven willkiirlich senkrecht verschoben

doch zu umsténdlich, da die Blut-

mengen, die zur Reaktion vermutlich vorhanden sein miissen, lingst

auch eine mikroskopische Blutkristallreaktion gestatten.

Zusammenfassung

Bei der Nachpriifung einer zum Blutnachweis in Flecken vorge-
schlagenen Methodik des biologischen Versuchs (angebliche Umwand-
lung des Héamoglobins in Hématoporphyrin durch Bebandlung mit
Salzséiure) wurde bestétigt, dall neutralisierte Filtrate aus Blutsalz-
sdurefiallungen bei der Maus eine photosensibilisierende Wirkung haben.
Es handelt sich jedoch nicht um einen Hématoporphyrineffekt. Fil-
trate aus Blutfallungen mit Schwefelsiure hatten keine photodynami-
sche Wirkung, allerdings lieB sich durch Versetzen von Blut mit
Schwefelsdure qualitativ Hamatoporphyrin darstellen.
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