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Spektroskopische Studien fiber einige Hiimoglobinderivate. 
Von 

Prof. Dr. L. Wachholz und Assistenten Dr. W. Baranowski 
und Dr. H. Kaczyfiski. 

Mit 1 Textabbildung. 

Die Veranlassung zu unseren hier zu besprechenden Untersuchungen 
bildeten eine Mitteilung Lagunas 1, ganz besonders aber einige Behaup- 
tungen Flurys und Zangffers 2, auf die sich Laguna in seinem Aufsatz 
beruft. 

Flury und Zangger behaupten, dab ,,bei neutralem Methgmoglobin 
(~et- t tb . )  der Absorptionsstreifen bei D, also im Rot" besonders cha- 
rakteristisch ist. ,,AuBerdem linden sich" - -  laut Flury und Zangger - -  
, 2  Streifen zwischen D und E, die wohl vom O-Hb. herrfihren und 
ein weiterer, sehr breiter nach dem Blau zu." An einer anderen Stellea 
behaupten Flury und Zangger wieder: ,, Das CO-Hb. zersetzt sich 
bald schnell, bald langsam. Das CO verfliichtigt sich. Met.-ttb.-Streifen 
werden vom Schwefelammon auch nicht reduziert, so dab bei faulendem 
Blur 6fter als man glauben sollte, die persistierenden, starken Doppel- 
streifen in der N~he der D-Linie als Beweis fiir CO angegeben werden." 
Endlieh an einer weiteren Stelle ~ ~uBern sich Flury und Zangger dahin, 
dab ,,speziell der spektroskopische Nachweis (des CO) durch die sp/itere 
Entstehung yon Met.-Hb. sehr erschwert" wird. 

Die hier wSrtlich angefiihr~en Behauptungen Flurys und Zanggers 
lassen sich nun kurz naehstehend zusammenfassen: 

1. Das neutrale Met-Hb. zeichnet sich spektroskopisch durch ein 
vierstreifiges Spektrum aus. In  diesem Spektrum ist ffir das neutrale 
Met-Hb. der Streifen bei D, also im Rot, besonders charakteristiseh. 

2. Das Spektrum des neutralen )/[e~-Hb.s wird vom Schwefel- 
ammonium nicht reduziert. 

3. Die Entstehung yon Met-Hb. im CO-Blur erschwert sehr den 
spektroskopisehen Naehweis des CO-Hb.s dadurch, dab das )/[et-Hb.- 
Spektrum sich nicht reduziereu l~Bt, somit dab die persistierendeu 
D0ppelstreifen bei D irrtiimlich ffir das CO-ttb.-Spektrum angesehen 
werden kSnnen. 

Diese Behauptungen Flurys und Zanggers stehen in unverkenubarem 
Widerspruch mit  der bisherigen Erfahrung. Was nun zuerst das Spek- 
t rum des neutralen Met-ttb.s anbelangt, so wird es yon dessert Ent- 
decker Hoppe-Seyler 5 als nur dureh einen Absorptionsstreifen ,,im Rot  
zwischen C und D, nigher bei C" charakteristisch bezeichnet. Ahnlieh 
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gugert, sich H a m m a r s t e n  6, der sich zugleich auf H o p p e - S e y l e r ,  Jdider- 

ho lm und B e r t i n - S a n s  beruft. Endlieh besteht nach den Untersuohungen 
Aralcis  und Di t t r i chs  ~ dieses Spektrum, wenn die LOsung frei von 
O-Hb.-Beimisehung ist nur aus einem Streifen im Rot bei C. Was 
wieder die Nichtreduzierbarkeit des neutralen Met-Hb.-Spektrums an- 
belangt, so/tugert  sich H o p p e - S e y l e r  s in dieser I-tinsieht folgenderma6en : 
,,Dureh Fgulnis oder reduzierende Substanzen in Mkalischer L6snng, 
z. B. Schwefelammonium, wird ~ e t -Hb .  in Hb. umgewandelt"  und 
etwas weiter ,,Met-Hb. lg[3t s i c h . . ,  dureh Sehwefelammonium in Hb. 
fiberfiihren". Diese ]eichte und iorompte l~eduzierbarkeit des neutralen 
Y[et-Hb.s best~tigen H a m m a r s t e n ,  Kober t  ~ u.  a. 

Um sieh nun zu fiberzeugen, welche yon den sieh widerspreehenden 
Behauptungen in bezug auf das Spektrumbild und die Reduzierbarkeit 
des neutralen Met-Hb.s die riehtige ist, unternahmen wir unsere Unter- 
suchungen unter Zuhilfenahme des Zeisssehen Kleinspektrographs mit 
Reagensglaskondensor. 

Es wurde zuerst eine 2proz. w~sserige LSsung frisehen, defibrinierten 
Blutes mit  rotem Blutlaugensalz (Ferricyankalium) in Substanz ver- 
setzt und nach erfolgtem Aufl6sen desselben die L5sung dureh Um- 
schw/tnken gut vermischt. Die Blutl6sung nahm jetzt eine braungelbe 
F/trbung an, die bei weiterer Verdfinnung mit Wasser fast strohgelb 
ersehien. Diese branngelbe L6sung zeigte ein Spektrum, welches nur 
aus einem Absorptionsband im Rot  bei ;0 = 6 4 2 -  615 bestand, also 
beinahe 2mal ns an der Linie C lag (bei C ~, = 656) als an der 
Linie D (bei D ~, = 589). Zugleieh muB bemerkt  werden, dal~ ja doeh 
die Fraunhofersche Linie D i m  Grfin und nieht im Rot liegt. Von 
~ ~ 590 war gegen das violette Spektrumende das Lieht vollst/~ndig 
absorbiert, wie es am Spektrophotogramm zu ersehen ist. Wir erhielten 
nur dann ein dreistreifiges (1 Streifen bei C und 2 im Grfin zwisehen D 
und E) Spektrum, wenn die 2proz. defibrinierte BlutlSsung mit einer 
nicht ausreiehenden Mange Ferrieyankalimn versetzt worden war, 
um das ganze in der L6sung befindliehe O-Hb. in ~e t -Hb .  iiberzu- 
fiihren. Wit hat ten in diesem Fall in der untersuehten L6sung und so- 
mit  aueh in deren Spektrum mit  einem Gemiseh von O-Hb. und neu- 
tralem ~r zu tun. Dies dreistreifige Mischsloektrum vers sich 
immer sofort in das einstreifige Spektrum des neutralen Met-Hb., naeh- 
dem der untersuehten L6sung die ergs Menge Ferricyankalium 
zugesetzt worden war. 

Naehdem wir uns auf diese Weise genfigend fiberzeugt hatten, dab 
das Spektrum des neutralen Met-Hb. - -  im vollen Einklang mit den 
Untersuchungsergebnissen Ara~ i s ,  D i t t r i chs  und M e n z i e s  1~ - -  nur 
aus einem Streifen bei C im Rot besteht, unternahmen wir Untersu- 
ehungen fiber die I~eduzierbarkeit des neutralen Met-Hb. Nun stellten 
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wir die schon yon Hoppe-Seyler nachgewiesene Tatsache lest, dai~ eine 
braune LSsung des neutralen Met-Hb. nach Zusatz yon irgendeinem 
reduzierenden Reagens, also z. B. yon frisch bereitetem Schwefel- 
ammonium, sich sofort rStet und sein Spektrum in das Spektrum des 
reduzierten Hb. um~ndert,  welches nach Zufuhr von Sauerstoff in das 
zweistreifige O-Hb.-Spektrum vorfibergehend umschliigt. 

Je tz t  schritten wit an die LSsung der Frage, ob das im CO-Blute 
etwa entstandene Met-Hb. den spektroskopischen 5Iachweis des CO- 
t tb.  wirklich, und zwar ,,sehr" erschwert. 

Einer yon uns (Wachholz 11) hat seinerzeit nachgewiesen, dab das 
neutrale Met-Hb. sich gegen reines CO-Gas indifferent verh~lt, d . i .  
koloristisch und spektroskopisch yon ihm unbeeinflul]t bleibt. Diesen 
Umstand einerseits und die prompte Reduzierbarkeit  des neutralen 
Met-ttb. andererseits ausnfitzend, hat  einer yon uns (Wachholz mit 
Sieradzlci 12) die bckannte, neuerdings yon F. Renter 1~ warm empfohlene 
,,modifizierte Tanninl0robe" zum Naehweis des CO im Blur angegeben. 
Da somit das neutrale Met-Hb. mit  dem CO keine Verbindung ein- 
geht, kann es kaum den Nachweis desselben im CO-Blute erschweren. 
Bei dcr Ausffihrung der modifizierten Tanninprobe nach Wachholz- 
Sieradzki wird zu einer auf CO zu untersuchenden BlutlSsung Ferri- 
cyankalium zugesetzt, um das CO-Hb. in neutrales Met-Hb. fiberzu- 
fiihren, sedann wird die eine Hi~lfte dieser LSsung mit Luft  gut ge- 
schfittelt, um das jetzt nur mechanisch der LSsung anhaftende CO aus 
derselben zu vertreiben, die andere It~tlfte dagegen in Ruhe gelassen. 
Dann wird beiden Iti~lften die gleiche Menge frischen, gut reduzierenden 
Schwefelammoniums zugesetzt und dadurch ihr neutrales Met-Hb. 
in ]Lib. reduziert. In  der in Ruhe gelassenen Hi~lfte, aus welcher das freie 
CO nicht vertrieben wurde, verbindet sich dieses mit  dem aus der Re- 
duktion des neutralen Met-Hb. entstandenem Hb. zu CO-ttb., welches 
spektroskopisch sofort festgestellt werden kann, w~hrend die zweite, 
veto CO befreite H~lfte nach erfolgter I~eduktion das einstreifige Spek- 
t rum des reduzierten Hb.  zeigt. Um sich nun zweifellos davon zu fiber- 
zeugen, daI~ das neutrale Mct-Hb. den CO-Nachweis im Blute nicht er- 
schweren kann und nicht erschwert, machten wir nachstehenden Ver- 
such: Wir vermischten 5 ccm ciner 2proz. LSsung neutralen Met-Hb.s 
mit  5 ccm einer lproz.  LSsung yon CO-Hb-Blut. Die Mischung zeigte 
ein Mischs]0ektrum des neutralen Met-Hb. (Streifen bei C) und des 
CO-Hb. (2 Streifen bei D und E). Nach Zusatz yon einigen Tropfen 
frischen Schwefelammoniums verschwand sogleich der 1Viet-nb.-Strei- 
fen bei C wegen erfolgter Rcduktion des Met-Hb. zu Hb., w~hrend die 
2 Streifen des CO-Hb. im Grfin unver/~ndert blieben als Beweis, dal~ 
die LSsung CO-Hb. enthielt, dessen Spektrum durch Reduktion nicht 
ver~ndert wird. 
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Der seit lange sehon festgestellte Umstand der Persistenz des CO 
in Blutl6sung, somit aneh im CO-Blut fauler Leiehen, l~Bt sieh, wie dies 
Szigeti 14 hervorhob, aueh damit erkl~ren, dag das dureh F/~ulnis in 
. . . . .  :ftihrte Hb. sieh mit CO zu dem sehon yon Hoppe- 

Seyler 15 erw/~hnten CO-H~moehromogen verbin- 
det. Diese Verbindung ist lange haltbar und 
zeiehnet sieh dureh ihr zweistreifiges Spektrum 
aus, welches dem des CO-Itb. gleieht (1. Streifen : 
2 -- 580--558;  2. Streifen: 2 == 545--520) und 
sieh yon letzterem dadureh unterscheidet, dab 
es in ieieht aufgekochter und nachher abgekiihL 
ter LSsung (die alkaliseh reagieren mug) in das 
Spektrum des gewShnliehen H/~mochromogens 
(1. Streifen: 2 = 5 6 5 - -  545; 2. Streifen: 2 
537 - -  515) umsehl~gt. 

Die je naeh der Konzentration braune his 
geibe L6sung des neutrMen Met-Hb. ver/*ndert 
ihre F/~rbung und ihr Spektrum aueh unter der 
Einwirkung anderer I~eagenzien. So nimmt sie 
naeh Zusatz yon stark verdfinnten LSsungen yon 
Alkalien, wie Ammoniak oder yon alkalisehen 
Erden, z. B. Calcium- oder Bariumhydroxyd, 
sogleieh eine mehr earminrote F~rbung an und 
liefert das Spektrum des alkalischen Met-Itb. 
Dieses Spektrum besteht, wie bekannt, aus 
2 Streifen im Gelb-Griin, die sehr unseharf be- 
grenzt sind, besonders der erste, der yon der 
I~otsei~e einen Vorschlagset~atten besi~z~, Dieses 
Spektrum k6nnte als zweistreifiges mit dem 

Abb. 1. 1 = S o e k t r u m  des Spektrum des O-Hb. oder CO-Hb., jedoeh nur 
O-I tb . ;  2 = Spek t rum des bei fliiehtigerUntersuehung, verweehselt werden. 
CO-lib.; 3 = Spektrum des Es ist aueh wenig best/~ndig, so dab es beson- 
Ki~moehromogens;  4 = Spek- 

t r m n  des CO-E[amoehl=o- ders wegen leiehter Zersetzliehkeit, zumal bei 
moge~s;  5 : SpektrLm~ des 
C y - H a m o c h r o m o g e n s ;  6 = W/~rme, und wegen unseharfer Konturen seiner 
S:0ektrum des rleutrale,t ~{et- Absorptionsstreifen, sehwer zu photographie- 

h~imoglobins, ren* ist. 

Die L6sungen des neutralen Met-Hb. r6ten sieh weiter naeh Zusatz 
von Cyanverbindungen, wobei sie je naeh Menge bzw. Konzentration 

* Die hier beigeftigten Spektrumbilder sind mi~tels Lumi~re's Lumiehrome 
ultrarapid orthochrom.-Pta~ten erzeug~ worden mit Ausnahme des Spektrum- 
bildes des neu~r. ~et-Hb., welches auf IIfords Panchromatic Platte am bestert 
gelang. Das Spektrum des alk. NetHb. konnte auf obigen Platten nicht zu- 
friedenstellend aufgenommen werden. Deutsche panchromatisehe Platten standen 
uns Meier nieht zur Verftigung. 
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der zugesetzten Cyanverbindungen entweder das Kobertsche Cy-Met- 
Hb., welches yon v. Zeynek  16 als Cy-tIb. chemisch richtig erkannt 
wurde, oder das Szigetische Cy-H/~matin 1~ enthalten. Eine LSsung 
des Cy-Hs ergibt nach l~eduktion das 2streifige Spektrum des 
Cy-H/~mochromogens, welches zuerst yon einem yon uns (Wachholz 
mit Sieradzki 18) beschrieben wurde. Das Spektrum des Cy-It~mo- 
ehromogens (1. Streifen: }~ ~ 570- -552 ;  2. Streifen: }, - 542- -513)  
steht, was die Lage seiner Absorptionsstreifen anbelangt, in der Mitte 
zwischen dem Spektrum des CO-Hb. bzw. des CO-H~mochromogens und 
des reinen H~mochromogens. 

Endlich r6tet sich die braune bis gelbe LSsung des neutralen Met- 
Hb. naeh Zusatz yon salpetersaurem Kalium oder Natrium, jedoch ohne 
ihr Spektrum zu ver/~ndern. 

Auf Grund obiger Untersuchungen gelangen wir nun zu naeh- 
stehenden Schliissen: 

1. Das Spektrum einer L6sung, die nur aus neutralem Met-Hb. 
besteht, zeigt einen Absorptionsstreifen (~ ~ 6 4 2 -  615) im Rot nah 
an der Fraunhoferschen Linie C und nicht bei der Linie D, deren Lage 
im Grfin ist. 

2. Ein mehrstreifiges Spektrum einer BlutfarbstofflSsung, welches 
auBer dem fiir das neutrale Met-Itb. charakteristischen Streifen bei C 
noch 2 Streifen im Grtin zwischen D und E enth~lt, ist ein Misch- 
spektrum yon neutralem Met-Hb. und yon O-ttb. bzw. CO-gb. Wenn 
nach Zusatz yon frischem Schwefelammon nicht nur der Streifen bei 
C verschwindet, sondern auch die beiden zwischen D und E, an deren 
Stelle der unscharf begrenzte, breite Hb.-Streifen auftritt,  so enthielt 
die untersuchte L6sung neben neutralem Met-Hb. noch O-ttb. Bleiben 
aber nach Zusatz yon Schwefelammon beide Streifen zwischen D und 
E erhalten, w/~hrend der Streifen bei C verschwindet, so enthielt die 
untersuehte L6sung aufter neutralem Met-Hb. noeh CO-Hb., welches 
durch Schwefelammonium spektroskopisch unver/~ndert bleibt. 

3. Neutrales Met-Hb. in L5sung wird durch reduzierende Reagen- 
zien prompt zu sauerstofffreiem Hb. reduziert unter gleichzeitiger 
~nderung seiner braunen bis gelben in eine rote Farbe. 

4. Die RStung der braunen bis gelben LSsung des neutralen Met- 
Hb. erfolgt auf~erdem nach Zusatz yon stark verdfinnten Alkalien und 
alkalischen Erden, yon CyH-LSsungen, endlich yon salpetersaurem 
Kalium oder Natrium. Im ersten Falle entsteht alkalisches Met-Hb., 
im zweiten Cy-Hb. oder Cy-I-I~matin, welch letzteres durch Reduktion in 
Cy-It~mochromogen umsehl/~gt. Alle diese Derivate zeichnen sich so- 
gleich dureh ihre charakteristisehen Spektren aus. D ie  dutch Kalium 
oder Natriumsalpeter gerSteten LSsungen des neutralen ~e t -Hb.  be- 
halten ihr unvers Spektrum. 

Z. f.  d. ges. Gerichtl .  ~Iedizin. 23. ;Bd. 7 
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5. N e u t r a l e s  M e t - H b . ,  we lches  s ich ~eilweise, z, B. d u r c h  Fg u l n i s ,  

im C O - B l u t e  g e b i l d e t  h a t ,  i s t  n i c h t  i m s t a n d e  d e n  C0->Tachweis  in  d i e s e m  

B l u t e  zu e r s c h w e r e n ,  so lange  n u r  d ies  Blu~ CO -H b .  ode r  C O - H g m o -  

e h r o m o g e n  e n t h g l t ,  we lehe  d u r c h  R e d u k t i o n  ih re  2 s t r e i f i g e n  S p e k t r a  

~ficht einbiil~en, t r o t z d e m  d a b e i  de r  M e t - l i b . -  S t r e i f en  bei  C v e r s c h w i n d e t .  
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