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Aus dem Institut ffir gerichtliche Medizin der Universit~t Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. H. ELBEL) 

~ber photosensibilisierende, nieht auf Hiimatoporphyrin 
beruhende Wirkungen yon Salzs~iure-Blutfiltraten 

Von 

F. SCHLEYER, ~ .  SELLIER und D. ~OCKER 

Mit 5 Text~bbfldungen 

(Eingegangen am 2. Januar 1956) 

Der exakte Blutnachweis in Flecken auf Textilien ist entweder dutch 
Blutfarbstoff-KristMlreaktionen im Extrakt  oder mikrospektrophoto- 
graphiseh zu fiihren. DE FI~A~CESCO empfah] (1952) eine neue Methode: 

Der Fleck (GrSBe nicht angegeben) wird in tIC1 (Konzentration nicht ange- 
geben) gelSst, der Extr~kt mit Wasser verdtinnt und ausgiebig mit Wasser fil- 
triert, das Filtrat mit NaOH neutralisiert. 

Diese ,,gebrauchsfertige Hdmatoporphyrinl6sung", die der Autor spektro- 
skopisch kontrolliert zu haben angibt, wurde je 5 M~usen ~ls je 6, 4 und 2 ,,rag 
Hgmatoporphyrin" injiziert. Bei den ersten beiden Gruppen wurde naeh l~ng- 
stens 2 bzw. 15 min Sonnenbestrahlung das typisehe Bfld der Photosensibili- 
sierung, in 7 F~llen mit Verenden der Tiere nach 10 bzw. 30 rain, beobachtet. Die 
Sensibflisierung war dabei viel starker als bei Vergleiehsversuchen mit Hande]s- 
h~m~toporphyrin (ZILLEKE~). Eine Fluorescenz der VersuehslSsung oder der 
Tiere wird nicht erw~hnt. 

Gegen die Deutung dieser Versuchsergebnisse als Porphyrinwirkung 
]assen sich bereits theoretisch Zweifel ~uBern. Zun~ehst finde~ die Mei- 
hung, aus Blur entstehe dureh einfaches Versetzen mit HC1 H~mato- 
porphyrin, in unseren Kenntnissen fiber die HerstellungsmSgliehkeiten 
yon H~matoporphyrin keine Sttitze. Naeh Abspa]tung des Globins 
durch Essigs~ure ]~t~t sich mittels verdfinnter S~lzs~ure zwar aus dem 
tt~moglobin Hi~min bilden, aus dem aber ers~ dureh Reduktion Hiimo- 
chromogen hergestellt werden mul3, welchem dann dutch die Salzs~ure 
das Eisen entzogen wird, so dal3 H~matoporphyrin resultiert (ttOPI'~- 
S~u BI~UCSCH). Voraussetzung ist dabei Lu/tabschlu[3, da der Luft- 
sauerstoff das H~tmoglobin entweder bereits zu H~miglobin oxydiert 
hat (in ~lteren Blutflecken), oder die S~Lurespaltung die (unbest~ndige) 
Fe 1L in die (best~ndige) FelII-Form fiberffihrt. GI~I~STEIN behandelt 
Blur mit Oxals~ure in Gegenwart yon Sehwefels~ure (die Darstellung 
aus Protoporphyrin oder aus H~min mittels Bromwasserstoff-Eisessig, 
Stehenlassen mit Eisessig-Ather oder Salzs~ture, Kochen mit Eisessig 
oder Sehwefels~ure nach It. FISCl~EI~, K~3sTEI~, WlLLST:~T~EI~, SCI~UM~ 
und Mitarbeitern kann hier fibergangen werden). Es handelt sich jeden- 
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falls immer um differenzierte oder ]angwierige Verfahren. Ferner  setzt  
Ds~ FRAnCiSCO H a m a t o p o r p h y r i n  quant i ta t iv  gleich t t~moglobin,  ohne 
jedoch zuvor  die Hb-Konzen t r a t ion  seiner Blutf leckenextrakte  bes t immt  
zu haben, die ,,Mil]igramm H/ imatoporphyr in"  sind somit nicht  nach- 
rechenbar.  Immerh in  erschienen aber die Befunde des Autors  so auffallig, 
und  das Verfahren des Blutnachweises im biologischen Versuch so neu- 
artig, dab sie zu einer experimentellen Besch/~ftigung mit  den Grund- 
lagen anregten. 

Methodi/c 
Ein Teil frisches, menschliches Citratblut wurde mit 3 Teilen konz. HC1 ver- 

setzt, der I~iederschlag wurde unter UbergieBen mit Waser in der 6f~chen Menge 
des Blutes abfiltriert, das triibe Filtr~t bis zur Klgrung (Neutralpunkt) mit 10% 
NaOH ~lk~lisiert. l~a~ch Absitzenlassen yon Flocken und Schlieren wurde noch 
einmal filtriert. Das Endfiltrat wurde in Mengen yon 0,3 (3 Tiere), 0,5 (4 Tiere), 
1,0 (11 Tiere), 1,2 (3 Tiere), 1,3 (4 Tiere) und 1,5 cm s (29 Tiere) Mgusen subcutun 
injiziert. Die Tiere wurden unschlie~end mit einer Qu~rzlumpe bestruhlt. 

Ergebnisse 
Sofort nach Bestrahlungsbeginn wurden alle Tiere mit  den Injek- 

t ionsmengen 1--1 ,5  cm 3 zunehmend lichtscheu, unruhig und  taume]ig, 
alsbald kam es zu SekretfluB aus Nase und  Augen, nach etwa 11/2 Std 
t r a t  Dyspnoe  auf. Von insgesamt 47 Tieren mit  den In jekt ionsmengen 
fiber 1 cm a VersuchslSsung waren 25 naeh 2 Std bei Bestrahlungsende 
oder bis zum n~chsten Tag verendet  (das Ausgangsverh~ltnis B lu r :  
Salzs~ure 1 : 3 ha t t e  sich in Vorversuchen als am st/~rksten toxisch er- 
wiesen). Innerha lb  der folgenden Tage schwollen die KSpfchen a]ler 
fiberlebenden Tiere an, die Ohren waren gerStet, die Augen verquollen, 
die Injektionsste]len zeigten Haarausfa] l  und Nekrosen. Injektions-  
mengen unter  1 cm 3 wirkten schw~cher, unterhalb  0,5 cm 3 war kein 
Effekt  zu beobachten.  Die Versuchs!Ssung fluorescierte nicht. 

Tages]ich~ bewirkte nu t  eine geringe Lichtscheu, Ataxie und  Apathie,  
aber keine Todesf~tlle. Sofort naeh der In jekt ion  ins Dunkle  verbrachte  
Tiere (je Einzelversuchsansatz ebenfalls mehrere Tiere) wurden nur  
taumelig, nu t  1 Tier mit  1,5 cm 8 VersuehslSsung starb. Weitere Kon-  
trollversuche mit  UV-Best rahlung ohne Injekt ion,  Bestrahlung nach 
In jekt ion  yon  1~5 cm 3 Citratb]ut  ohne Zus/~tze und  nach In jekt ion  yon  
neutra len HC1-NaOtt-Gemischen ohne Blutzusatz  ha t t en  keinerlei 
Wirkung.  

Vergleichsversuche mit reinem Hi~matoporphyrin 
50 mg H/~matoporphyrindichlorhych.~t-I%rdmark (2N~ENCKI, H/~matoporphyrin- 

geh~lt 89,14%) wurde in 3 cm a 0,5% ttC1 gelSst, die LSsung wurde mit 10% I~aOH 
neutralisiert bzw. schwach alkalisiert. Eine 106fache Verdtinnung zeigte im UV- 
Ljcht noch deutliche Rotfluorescenz im Sauren und Alkalischen. Gruppen yon je 
5 M/~usen wurden je 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1,0 cm 3 der LSsung (je Xubikzentimeter 
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rund 9 mg H~matoporphyrin) injiziert. Prompt nach Beginn der UV-Bestrah- 
lung entstand das typische Bild der yon HAVSMA~N besehriebenen Photosensibili- 
sierung mit Fluorescenz der unbehaarten KSrpertefle, Unruhe und zum Teil 
SekretfluB, am st/~rksten nach Injektion yon 0,6--1,0 cm a der LSsung, im ganzen 
schw~eher nach Einwirkung yon Tageslicht. Ein Tier war am n/~chsten Tage tot. 

Versuche mit 0,8, 1,0, 1,2 und 1,6 em 3 ,,Photodyn"-Nordmark (0,5% LSsung 
H~matoporphyrin-NmCCKi, je Kubikzentimeter 5 rag) in der gleiehen Anordnung 
verliefen analog, alJgesehen yon etwas starkerer Giftigkeit, wohl infolge saurer 
Reaktion der LSsung (4 yon 20 Tieren eingegangen): 
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Abb. I. Absor~ptionsspektrum des Filtrats der Blut-Salzsiurefillung 

Als drittes Pr~parat wurde (saures),,Bioporphin"-Pharmaka.Labofach (0,5%- 
LSsung yon H~matoporphyrin-HorPE-S~rLER, je Kubikzentimeter 5 rag) zu je 
0,8, 1,0 und 1,2 em ~ erprobt, ebenfalls mit typiseher und starker Wirkung (3 yon 
15 Tieren eingegangen). 

Spektrophotometrische Untersuchung 
Abb.  1 zeigt  die E x t i n k t i o n s w e r t e  der  In jek t ions lSsung  aus der  

Salzsauref~l lung des Blutes ,  Abb.  2 und  3 zum Vergleich die Absorp t ions -  
spek t r en  yon  H /~ma topo rphy r in -Nordmark  und  , ,Bioporphin" ,  Abb .  4 
das  S p e k t r u m  eines Blu t f l eckene lua t s  nach  D~ F~ANCESCO. 

Bioporphin hatte iibrigens im Gegensatz zu H~matoporphyrin-NEICCKI im 
Sauren ausgesprochene Blaufluorescenz, die im Alkalisehen nach Blaulich-Rot 
iiberging. Gegeniiber Photodyn unterschied sich Bioporphin in den Extinktionen 
etwa um den Faktor 20--25, ist daher (abweiehend yon den Angaben der Her- 
steller) sehw~cher konzentriert, wie auch sehon mit bloBem Ange festzustellen war. 

Obwohl  das  Salzs/~urefil trat  der  Blutfi~llung neut ra l i s ie r t  worden  war,  
muBte  e in  a l lgemeiner  Ef fek t  des Minerals/~ure-Blutgemisches ausge- 
schlossen werden.  Dahc r  f/~llten wir  auf  dieselbe Weise  Blur  mi t  konz.  
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Schwe/elsgure, das dunkelrote, gereinigte l~fltr~t wurde schw~ch al- 
kalisier~ und in der gleichen Versuchs~nordnung wie beim H~upt- 
versuch in steigenden Mengen Gruppen yon je 5 M~usen injiziert. Je 
3 Tiere wurden sogleich bestr~hlt, je 2 blieben im Dunkeln. D~s Sub- 
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A b b .  2. A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  Y o n  t t ~ m a t o p o r p h y r i n - N o r d m ~ r k .  ( - -  d- - -  d- i m  S a u r e n ,  
. . . . . . .  i m  A l k a l i s c h e n )  

strat erwies sich als hochtoxisch: fast alle Tiere mit der Versuchsmenge 
1,0--1,5 cm ~ verendeten nach wenigen Minuten oder w/ihrend der 
2stfindigen Beobachtung oder wurden nach 12 Std tot aufgefunden, 
ebenso auch die Tiere, die das Kontrollgemisch S/iure-Lauge ohne Blur 
erhalten hatten. Der einzige Unterschied zwischen dem Verhalten der 
bestraMten und der unbestrahlten Tiere war dabei, dal] die bestrahlten 
im a]lgemeinen erst taume]ig, dann aber fibererregbar wurden und unter 
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Kr/~mpfen verendeten, w/ihrend die unbestrahlten ataktisch-apathisch 
eingingen. Die Wirkung dieses Substrates kann somit zu dem elektiv- 
photosensibilisierenden Effekt des Blut-SalzsKurefiltrats nicht in Par- 
allele gesetzt werden. 

Uberrasehenderweise zeigte die spektrophotometrische Kurve des 
Sehwefels~ure-Blutfiltrats sowohl im Sauren wie danaeh im Alkalischen 
die typischen Absorptionsmaxima des Hdimatoporphyrins (Abb. 5, vgl. 

t 
8 \',,,. 

~ ' . , .  I+~% 

~+'~ d " "  ~+\ -++++++++ '++,~, 

Abb. 2, geringe Abweiehungen sind 
durch die Unreinheit des Produkts 
zu erkl~ren). Es ist also auf die 
angegebene einfache Weise mSglieh, 
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A b b .  3. A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  y o n  , ,B io -  A b b .  4. A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  des  E ! u a t s  e ines  
p o r p h i n "  ( +  - - +  - -  i m  S a u r e n ,  - -  . . . .  B l u t f l e c k e n s  (0,5 c m  a B l u r )  m i t  15 c m  ~ k o n z .  

i r a  A l k a H s c h e n )  Sa.lzsf~ure 

aus /rischem Blur H/s darzustellen. Der Versuch, durch 
Extrakt ion gro~er Blutflecken auf Stoff mittels 55% H2SO t H~mato- 
porphyrin zu gewinnen, mfl31ang: der intensiv braunrot gef~rbte S~ure- 
extrakt  eines 3 Jahre Mten, aber auch eines ganz irischen, rein zer- 
kleinerten Fleekens wies spektrophotometrisch keinerlei Extinktions- 
maxima auf (Abb. 5, C). 

Besprechung 

Die Injektion des Blut-Salzs/s rief bei den Ver- 
suchstieren in der Tat  das Syndrom der Photosensibilisierung, iibrigens 
abet auch andere St6rungen (Ataxie bei den im Dunkeln gehaltenen 
Tieren) hervor. Allerdings konnten die Befunde DE Fl~A~cc~scos quanti- 
tat iv insofern nieht reproduziert werden, als das direkt aus reinem Blur 
hergestellte Gemisch, yon dem man doeh eine noeh st~rkere Wirkung 
h~tte erwarten sollen als yon Blutfleekenextrakten, einen durchaus 
schwis Effekt hat te  (insgesamt nur 44% gegen 66% Todesf~lle 
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DE FRANCESCOs). Auf Hiimatoporphyrin war die Wirkung jedoch nieht 
zuriiekzufiihren, wie aus den eingangs angestellten Uberlegungen her- 
vorgeht, und wie es die spektrophotometrisehen l%sultate best~tigen: 
die Versuchsl6sung aus reinem Blut nach Salzsauref~illung zeigte im 
interessierenden Bereich einen ganz 
flaeh abfallenden Verlauf, Blut- 
f leckenextrakt naeh der Vorsehrift 
DE FRANCESCOs zwar an der Stelle 
des typischen Absorptionsmaxi- 
mums bei etwa 550 m #  ein flaches 
Plateau, bei 595 m #  aber keinerlei 
Ver~nderung. 

])as Fil trat  einer Blutf~tllung mit  
Salzs~ure enth~lt somit einen Stoff 
(Chlorh/~min?), der bei der Maus 
eine dureh UV-Bestrahlung sehr 
intensivierbare toxisehe Wirkung 
hat. Diese Wirkung iibertrifft die 
des reinen Hiimatoporphyrins.  Fiir 
die Praxis des Blutnaehweises an 
Flecken erseheint das Verfahren je- 
doeh zu umst~ndlich, da die Blur- 
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Abb. 5. Absorptionsspektren des Ffltrats 
8er B1ut-Sehwe~els~uref~Uung (A hn Sau- 
ren, B im Alk~lisehen) und des Eluats eines 
Blutfleekens mi t  55 % Sehwefels~ve (C). 
N : u r v e n  w i l l k f i r H c h  s e n k r e e h t  v e r s e h o b e n  

mengen, die zur l~eaktion vermutlich vorhanden sein mtissen, l~ngst 
auch eine mikroskopisehe BlutkristallreakCion gestatten. 

Zusammen/assung 
Bei der Nachpri ihmg einer zum Blutnachweis in Flecken vorge- 

sehlagenen Methodik des biologischen Versuchs (angebliche Umwand- 
lung des Hiimoglobins in tt~matoloorphyrin dureh Behandlung mit  
Salzs~ure) wurde best~tigt, dab neutralisierte Filtrate aus Blutsatz- 
si~uref~llungen bei der Maus eine photosensibilisierende Wirkung haben. 
Es handelt  sich jedoch nicht um einen H~matoporl0hyrineffekt. Fil- 
t ra te  aus Blutf~illungen mit  Schwefels~iure hat ten keine photodynami- 
sehe Wirkung, allerdings liel~ sieh durch Versetzen yon Blur mit  
Sehwefels~ure qualitativ H~matoporphyr in  darstellen. 
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