Deutsche Zeitschrift filr gerichtliche Medizin, Bd. 46, S. 772—781 (1958)

Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin und Kriminalistik der Universitét Erlangen
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. WEINIG)

Studien iiber das Verhalten von Himatin
in alterndem Blutserum
Von
WOLFGANG SCHWERD
Mit 11 Textabbildungen
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Das postmortale Verhalten der Blutfarbstoffderivate ist recht ver-
schieden. Kohlenoxydhédmoglobin ist bekanntlich sehr lange haltbar.
Andere Hamoglobinabkémmlinge dagegen, wie z. B. Meth&moglobin und
Hamatin, sind zwar bei verschiedenen Krankheiten, insbesondere aber
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Abb. 1. Serumhdmatin. In n/i0 NaOH gelostes : : o :

Hémin in frischem Serum; pg 7,5—38 (ausgezogene gegangen, wie sich Hématin

Linie). Konzentration etwa 0,1%. Gestrichelte im Blutserum verhilt.

Linie: Dasselbe nach Reduktion mit Na,S,0,. . . .
(Typische Farbkurven) Hématin geht, wie zuerst

Hermvever feststellte, mit
den Serumeiweillkérpern eine Verbindung ein und dndert dabei seine.
spektralen Eigenschaften. Nach unseren Beobachtungen verbindet sich
dieser Farbstoff nicht nur mit dem Albumin, wie FATRLEY u.a.annahmen,
sondern auch mit Globulinen (ScrwERD). In weiteren Versuchen iiber
das optische Verhalten des Himating im Blutserum zeigte sich nun, daf3
die Absorptionskurven sich in gealterten Serumproben anders verhalten
als in frischen. In frischem Serum gelostes Himatin ergab folgenden
Absorptionsverlauf (Abb. 1). Im roten Spektralteil ist eine relativ
schwache Absorptionsbande mit Maximum bei 620 mu vorhanden. Nach
einem flachen Minimum im Gelbgrin nimmt die Absorption langsam zu,
wobei sich zwei angedeutete Maxima bei 525—530 my und bei 495 mp
abzeichnen (Abb. 1, ausgezogene Linie).
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Nach Reduktion (mit Natriumdithionit) fehlt eine stérkere Absorp-
tion im Rot, im Gelb steigt die Absorptionskurve an, bildet einen relativ
breiten Gipfel mit Maximum bei 565 myu, verlduft etwa von 545 bis 530 my
waagrecht und senkt sich dann bis zu einem Minimum bei 490 my, um
erncut stark anzusteigen (Abb. 1, gestrichelte Linie).

Weiter rotwirts als 566—568 mu war das Maximum bei unseren
Versuchen nie zu finden. Dagegen war es manchmal etwas violettwiérts
gegen 560 my hin verschoben. Nach einiger Zeit stellte sich nun heraus,
daB dies immer dann der Fall war, wenn Seren Verwendung fanden, die
bereits einige Tage im Kiihlschrank aufbewahrt waren, niemals da-
gegen bei ganz frischem Serum oder Plasma. Neben einer Verschiebung
des Maximums waren regelmiBig auch gestaltliche Verdnderungen der
Farbkurven festzustellen, die jedoch nur nach Reduktion auffielen
(Abb. 10). Zur Erklirung dieser gestaltlichen Verdnderungen ist es
erforderlich, den Absorptionsverlauf des SerumeiweiBhdmochromogens
mit heranzuziehen und die Bedingungen zu besprechen, unter denen
sich dieser Farbstoff entwickelt.

Die Hdamochromogenbildung

Wie bereits HoPPE-SEYLER erkannte, entsteht bel der Reduktion von Hamatin
nur dann Hidmochromogen, wenn Eiweil vorhanden ist. Spétere Untersuchungen
(Axsox und MIRSKY u. a.) zeigten, dall an Stelle von Hiweil auch andere stick-
stoffhaltige Korper wie Ammoniak, Amine, Aminosauren, Hydrazinhydrat, Pyri-
din, Nicotin usw. treten konnen. (Bei eigenen Untersuchungen ergab sich aller-
dings, dal reinste Aminoséuren [Merck] mit Hamatin keine Verbindungen ein-
gehen.)

Die neuerdings von FrrIx gedulerte Meinung, daff alle Himochromogene das-
selbe Spektrum haben, trifft nicht zu. Ihre Spektren sind sich nur sehr dhnlich.
Dies gilt besonders fiir die EiweiBhdmochromogene, die sich unter sonst gleichen
Bedingungen nur hinsichtlich der Intensitit der Ausprigung der typischen Farb-
kurve unterscheiden, wahrend die Lage der Absorptionsmaxima iibereinstimmt.
Dagegen differieren beispielsweise die Absorptionsmaxima des Serumhimo-
chromogens im sichtbaren Licht je um 2,5 mu von denen des Ammoniakhimo-
chromogens, wie schon AnsoN und MirskY beobachteten.

Hémochromogen bildet sich bekanntlich nur im alkalischen Milieu.
Wie aber oben am Beispiel des Hématins in frischem Serum gezeigt
wurde, tritt nach Reduktion mit Natriumdithionit nicht ohne weiteres
ein Hdmochromogenspektrum in Erscheinung. Zwischen pg 7—10 ent-
wickelt sich vielmehr, wie entsprechende Versuche ergaben, das be-
schriebene Spektrum des reduzierten Serumhédmating (Serumhims),
dem die charakteristischen Absorptionsbanden der EiweiBhimochomo-
gene (bei 558 und 528 mu) fehlen (Abb. 1, gestrichelte Linie). Durch
starkes Alkalisieren dndert sich der Verlauf der Absorptionskurve. Es
bildet sich das Absorptionsspektrum des SerumeiweifShdmochromogens
aus (Abb. 2, strichpunktierte Linie).
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Die Hamochromogenspektren in verschiedenen Eiweiflosungen,

Bei Untersuchungen tiber die Bindung des Hé#mating an Serum-
eiweiBkorper, priften wir auch die Himochromogenbildung in den ver-
schiedenen Eiweiffraktionen®. Es wurde dabei in der Weise vorge-
gangen, dafl zundchst die Absorptionsspektren nach Zusatz des in
n/10 NaOH geldsten Farbstoffes zu der EiweiBlosung spektrophoto-
metrisch (Spektralphotometer ZeiB-Opton) gemessen wurden. (Das py
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Abb. 2. Serumhématin. Ausgezogene und gestrichelte Linie wie in Abb. 1 (unreduzierter

bzw. reduzierter Farbstoff). Strichpunktierte Linie: Reduzierter Farbstoff durch Zugabe

von 2 Tropfen 10 %iger NaOH/ml Serum stark alkalisiert. Punktierte Linie: Daggelbe mit
3 %iger HCI vorsichtis wieder angesfuert bis py 7,5—8. (Typische Farbkurven)

Abb. 3. Himatinalbumin. Ausgezogene Linje: ITn 1n/10 NaOH geldster, unreduzierter, ge-

strichelte Linie: reduzierter Farbstoff in 4 %iger Humanalbumin-Lésung (Behringwerke).

Konzentration etwa 0,1 %. Dy : 7,5~8, Strichpunktierte Linie: Reduzierter Farbstoff

durch Zugabe von 2 Tropfen 10 %iger NaOH/ml Losung stark alkalisiert. Punktierte

Linie: Dasselbe mit 3 %iger HCI vorsichtig wieder angesduert bis pg 7,58, (Typische
Parbkurven)

und 8.) Sodann wurde mit Natriumdithionit reduziert und die Farbkurve
erneut ermittelt. Weitere spektrophotometrische Bestimmungen er-
folgten nach dem Alkalisieren der Losungen mit NaOH und schlieBlich
nach Riickpuffern mit HC] bis py 7,5—S8. Die vor dem Alkalisieren zu
beobachtenden Absorptionsspektren und die hieraus zu ziehenden
Schliisse tiber die Bindung des Héimatins an Serumeiweifikérper haben
wir an anderer Stelle eingehend besprochen (Scawerp). Hierbei wurde
die Feststellung getroffen, daB Hamatin nicht nur mit Albumin, sondern
auch mit Globulinen Verbindungen eingeht. Die bei stark alkalischer
Reaktion sich entwickelnden Himochromogenspektren der verschie-
denen Eiweiflkdrper haben zwar, wie die Abb. 2—7 zeigen, die beiden

1 Die Eiweilbfraktionen wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. E.
ScruLrzE, Behringwerke, Marburg a.d. Lahn, tiberlassen, wofiir wir auch an dieser
Stelle ergebenst danken.
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Maxima an gleicher Stelle, doch unterscheiden sich die typischen Farb-
kurven hinsichtlich ihrer Intensitit ganz erheblich voneinander!. Wih-
rend in oy, und f;-Globulinlgsungen &ubBerst intensive Absorptions-
spektren zustande kamen (Abb. 5 und 6), entwickelte sich in der y-Glo-
bulinlésung ein Himochromogenspektrum nur andeutungsweise (Abb. 7).
Man ist daher versucht anzunehmen, daB --Globulin unter den ge-
gebenen Umsténden kein Hémochromogen bildet, dai vielmehr die
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Abb. 4. Hamatin in 1,5 %iger «.-Glykoproteinfraktion (Behringwerke) py 7,5—8 (aus-
gezogene Linie). H&matinkonzentration etwa 0,1 %. Gestrichelte Linie: Dasselbe nach
Reduktion. Punktierte Linie: Reduzierter Farbstoff durch Zugabe von 2 Tropfen 10 %iger
NaOH/ml Lésung stark alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dasselbe mit 3 %iger HCIl
vorsichtig wieder angeséuert bis pg 7.5—8. (Typische Farbkurven)

Abb. 5. Hamatin in 1,5 %iger o«.-Glykoproteinfraktion (Behringwerke) py 7,5—8 (aus-

gezogene Linie). Hé&amatinkonzentration etwa 0,1 %. Gestrichelte Linie: Dasselbe nach

Reduktion. Punktierte Linie: Reduzierter Farbstoff durch Zugabe von 2 Tropfen 10 %iger

NaOH stark alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dasselbe mit 3 %iger HCI vorsichtig
wieder angesfuert bis py 7,5—8. (Typische Farbkurven)

erhobenen Befunde durch geringe Verunreinigungen mit anderen Eiweil3-
kérpern bedingt sind. Die Hdmochromogene des Serums, des Albumins
und der «,-Globulinfraktion nehmen hinsichtlich ihrer Ausprigung
Zwischenstellungen ein2.

1 Da nur dann ein klares Bild dariiber zu gewinnen ist, ob Absorptionsspektren
identisch sind oder nicht, wenn sie nach einem Verfahren aufgezeichnet werden,
das von Konzentrationseinfliissen unabhéngig ist, haben wir die Absorptions-
kurven als ,,typische Farbkurven‘* gezeichnet. Hierbei wird im Koordinaten-
system der Logarithmus der Extinktion als Ordinate eingetragen. Die Konzen-
tration kommt dann nur noch in der Hohenlage der Kurve zum Ausdruck, ist aber
fiir die Form der Kurve nicht von Bedeutung (HEILMEYER).

*Es muBl hier ausdriicklich angemerkt werden, daB bei der spektrophoto-
metrischen Bestimmung der Absorptionskurven stets Vergleichslésungen verwendet
wurden, die bis auf den Hamatingehalt vollig gleichartig wie die MeBlosungen zu-
sammengesetzt waren. AuBerdem wurden nur die Ergebnisse von Losungen ver-
wertet, die nicht nennenswert getriibt waren.
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Es zeigt sich also, daf} die Auspragung der Himochromogenspektren
von der Biweiffart mit bestimmt wird. Auch andere Faktoren sind hier-
fiir maBgebend. So wies bereits 1936 O. SoumipT darauf hin, daf die
Bildung des Eiweihdmochromogens von der Serumbeschaffenheit ab-
hingig ist. Er fand beispielsweise nur schwache Hémochromogen-
schatten, wenn er ungekochtes Serum an Stelle von Serum verwendete,
das in n/10 NaOH gekocht war. Fiir die Unterschiede hat vielleicht
auch die Frage der Denaturierung
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Abb. 6, Hamatin in 1,5 %iger #,-Globulinlfsung (RBehringwerke) pg 7,58 (ausgezogens

Linie). H#ématinkonzentration etwa 0,1 %. Gestrichelte Linie: Dasselbe nach Reduktion.

Punktierte Linie: Redusierter Farbsteff durch Zugabe von 2 Tropfen 10 %iger NaOX

stark alkalisiert. Strichpunktierfe Linie: Dasselbe mit 3 %iger HOCL vorsichtig wieder
angesiuert bis py 7,58, (Typische Farbkurven)

Abb. 7. Hématin in 4 %iger y-Globulin-Lésung (Behringwerke) pmg 7,5—8 (ausgezogene

Linie). H#ématinkonzentration etwa 0,1 %. Gestrichelte Linie: Dasselbe nach Reduktion,

Punktierte Linie: Reduzierter Farbstoff durch Zugabe von 2 Tropfen 10 %iger NaOH/ml

Losung stark alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dasgselbe mit 3 %iger HCI vorsichtig
wieder angeséuert bis py 7,5-—8. (Typische Farbkurven)

Das Verhalten verschiedener Himochromogene bei Riickverschiebung
des pg-Wertes zum schwach alkalischen Miliew (pg 7,5—8)

Ein interessanfes Verhalten zeigen die Absorptionsspektren der ver-
schiedenen Eiweihémochromogene, wenn man die Losungen durch vor-
sichtiges Zusetzen von 3%iger Salzsfiure wieder auf den Ausgangs-pg-
Wert zuriickpuffert. Wahrend das durch starkes Alkalisieren des redu-
zierten Hamatinalbuming entstandene Hémochromogen sein optisches
Verhalten beim Riickpuffern in der Weise éndert, dafl das Spektrum
des reduzierten Hamatinalbumins praktisch vollsténdig wieder in Hr-
scheinung tritt (Abb. 3), gelingt etwas Entsprechendes beim Serum-
hidmochromogen nur unvollstindig (vgl. Abb. 2) und bei den Himo-
chromogenen der o;-, oy~ und B,-Globulinfraktion iiberhaupt nicht (vgl.
Abb, 4--7; in diesen Zeichnungen sind die Absorptionskurven aus Grin-
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den der Ubersichtlichkeit etwas gegeneinander versetzt). Die durch Zu-
satz von Natronlauge zu Héimatineiweillgemischen entstandenen Ver-
dnderungen im optischen Verhalten (Hdmochromogenbildung) sind also
nur bei der Albuminverbindung reversibel, bei den Globulinverbin-
dungen offensichtlich irreversibel.

Welche Verinderungen liegen diesem verschiedenartigen Verhal-
ten verschiedener Eiweiflkérper unter sonst gleichen Umsténden zu-
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Abb. 8, Hamatin in 1,5 %iger f,-Globulin-Lisung. Ausgezogene Linie: Globulinldésung

12 Std mit NaOH versetzt, dann bis pg 7,5—8 angesiuert, Hamatin zugegeben und

reduziert. Gestrichelte Linie: Dassgelbe durch Zusatz von 2 Tropfen 10 %iger NaOH/ml

Lésung alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dasselbe wieder angesfuert bis pg 7,5—8.
(Typische Farbkurven)

Abb. 9. Hamatin in 4 %iger Albumin-Lésung, die 10 Std lang mit 5 Tropfen 10 %iger
NaOH/ml Losung versetzt, vor dem Himatinzusatz jedoch durch Zugabe von 3 %iger
HC1 auf einen pg-Wert von 7,5—8 eingestellt wurde. Ausgezogene Linie: Farbstoff vor
der Reduktion. Strichpunktierte Linie: Farbstoff nach der Reduktion. Punktierte Linie:
Reduzierter Farbstoff nach Alkalisieren. Gestrichelte Linie: Zuerst Hématinzusatz und
vorsichtig bis zu einem pg-Wert von 7,5—8 wieder angesiuert. (Typische Farbkurven)

grunde ? Zunéchst wird man daran denken miissen, daf die im stark
alkalischen Milieu entstandenen Globulin-Himochromogene stabilere
Verbindungen als das Albumin-Hémochromogen sind. Folgende Ver-
suche beweisen aber, dafl diese Erklirung nicht stichhaltig ist. Alkali-
siert man némlich eine Globulinlésung und bringt sie vor dem Hématin-
zusatz durch vorsichtigen Siurezusatz wieder auf einen pg-Wert von
7,5-—8, setzt nun Himatin zu und reduziert, so bildet sich ein Hamo-
chromogenspektrum von gleicher Intensitdt wie im stark alkalischen
Milieu aus (Abb. 8). Nimmt man dagegen das gleiche mit Albumin vor,
so entsteht nach wie vor das Spektrum des reduzierten Hamatinalbu-
mins und nicht das des Albuminhdmochromogens. Selbst nach 10 Std
langem Einwirken von Natronlauge auf eine Albuminlésung gelang es,
nach dem Riickpuffern in den schwach alkalischen Bereich das Absorp-
tionsspektrum des reduzierten Himatinalbumins fast vollstindig wieder
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zur Darstellung zu bringen (Abb.9). Lediglich das 1. Maximum war
um einen Betrag von etwa 2 my violettwirts verschoben, was tibrigens
schon nach kurzfristigem Alkalisieren zu beobachten war (Abb. 3,
punktierte Linie) und wahrscheinlich auf geringe Verunreinigungen mit
anderen EiweiBfraktionen zuriickzufithren ist. Erst wenn die mit
Alkali versetzte Albuminlésung stark erhitzt wurde, entstanden Ver-
dnderungen, die nach Hématinzusatz und Reduktion auch im schwach
alkalischen Milieu zur Entwicklung des Albuminhidmochromogenspek-
trums Anlaf gaben. In der Hitze kommt also eine tiefer greifende Ver-
dnderung des Albumins als beim bloBen Alkalisieren zustande, die unter
den aufgezeigten Bedingungen irreversibel ist.

Es liegt nahe, diese Verdnderungen als Denaturierung zu bezeichnen
und zwischen reversibler und irreversibler Denaturierung zu unter-
scheiden. Dementsprechend ergibt sich eine Ubereinstimmung mit Aus-
drucksweisen in der Literatur, in der vielfach die EiweiBhimochromo-
gene mit dem Beiwort ,,denaturiert’ bezeichnet werden (vgl. z. B. Kri-
LN, LEMBERG und LEGGE), ohne dal bisher auf den EinfluB des pg-
Wertes und der EiweiBqualitdt auf die Hdmochromogenbildung und
-bestindigkeit ndher eingegangen worden wire.

Gemidf dieser Ausdrucksweise ist zu sagen, dafi die Eiweillkérper
im nativen Zustand bei schwach alkalischer Reaktion (unter py 10) mit
reduziertem Hématin (Hdm) kein Hidmochromogen bilden. Sie sind
hierzu erst nach starkem Alkalisieren und dadurch bedingter, allenfalls
reversibler (wie z. B. beim Albumin) Denaturierung fahig. Bei irrever-
sibel denaturierten EiweiBkorpern besteht dagegen diese py-Abhingig-
keit nicht mehr. Nunmehr erfolgt die Hémochromogenbildung schon
im schwach alkalischen Milieu.

Das Zustandekommen eines Hémochromogenspektrums im schwach
alkalischen Miliew (pg 7—10) nach Zusatz von Himatin zu einer Eiweif3-
losung und Redukiion mit Natriumdithionit spricht somit fiir das Vorliegen
von denaturiertem Eiweif3.

Das Verhalten des Hamatins
im alternden (autolysierenden und faulenden) Serum

Bei unseren Untersuchungen bestimmten wir, wie erwédhnt, den
Maximalpunkt des breiten Gipfels des reduzierten Serumhimating nie
weiter rotwérts als 566—568 my. Er war vielmehr manchmal etwas
violettwérts gegen 560 mu hin verschoben. Nach einiger Zeit fiel auf,
daB die Verschiebung des Maximums zum Violett hin nur bei Seren auf-
trat, die bereits einige Tage im Kiihlschrank aufbewahrt worden waren,
niemals dagegen bei ganz frischen Seren und frischem Plasma.
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Die Gegeniiberstellung der typischen Farbkurven des reduzierten
Hématins in diesen dlteren Seren mit den im frischen Serum ergab
auller Verlagerungen des Gipfelpunktes auch Verdnderungen in der
Form. Es wiirde zu weit gehen, alle méglichen Zwischenstadien aufzu-
zeigen, die beginnend mit ganz geringfiigigen Verschiebungen des Maxi-
malpunktes ohne sonstige nennenswerte gestaltliche Verdnderungen der
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Abb. 10. 1. Kurve (ausgezogene Linie oben): Reduziertes Serumhimatin. 2. Kurve
(gestrichelte Linie oben): Reduziertes Héamatin in 6 Tage altem (klarem), iiberwiegend im
Kiihlschrank aufbewahrtem Serum. 3.XKurve (strichpunktierte Linie): Gleiches Serum
wie Kurve 1, jedoch 3Y/, Std lang mit NaOH versetzt, vor der Héimatinzugabe aber durch
Ansiuern auf einen pgp-Wert von 7,6—8 eingestellt. 4. Kurve (punktierte Linie): Redu-
ziertes Hamatin in 11 Tage altem, vorwiegend im Kilhlschrank aufbewahrtem Serum.
5. Kurve (ausgezogene Linie anten): Serum mit Himatin versetzt, reduziert, alkalisiert
und dann wieder angesduert bis pH-7,5~—8. 6. Kurve (gestrichelte Linie unten):
Serumhédmochromogen. (Typische Farbkurven)

Abb. 11, Hamatin in 10 Tage altem, bei Zimmertemperatur faulendem Serum (Konzen-
tration etwa 0,1 % ). Ausgezogene Linie: Vor Reduktion; gestrichelte Linie: Nach Reduktion
mit Na,S8,0,. (Serum muBte vor dem Himatinzusatz wegen Triibung zentrifugiert wer-
den.) Zum Vergleich: Reduziertes Serumhdmatin (strichpunktierte Linie) und reduziertes
Héamatinalbumin (punktierte Linie). (Typische Farbkurven)

Farbkurve iiber die in Abb. 10, Kurve 2 (gestrichelt) dargestellte Ab-
sorptionskurve eines 6 Tage alten Serums bis zu der in Abb. 10, Kurve 4
(punktiert) eingezeichneten Farbkurve eines 11 Tage alten Serums fiihren.
Nach unseren im vorangegangenen Kapitel gemachten Ausfithrungen
ergeben sich keine Schwierigkeiten hinsichtlich der Deutung dieser Be-
funde. Die Absorptionskurven entsprechen denen einer Mischung wvon
reduziertem Serumhdmatin und Serumhdmochromogen. Da im schwach
alkalischen Milieu, wie gezeigt wurde, nur denaturiertes Eiweil mit
reduziertem Hamatin unter Hdmochromogenbildung reagiert, glauben
wir den Schlull ziehen zu diirfen, daB die gestaltlichen Verinderungen
der Absorptionskurven in dlieren Seren Ausdruck eimer partiellen Eiweif-
denaturierung sind. Unsere Auffassung wird dadurch gestiitzt, dal es
gelingt, durch Hintereinanderschalten von Cuvetten, die einerseits
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Serumhématin, andererseits Serumhémochromogen enthalten, gleich-
artige Absorptionskurven zur Darstellung zu bringen. Aber nicht nur
das. Auch experimentell lassen sich entsprechende Farbkurven erhalten,
wie dies beispielsweise Abb. 10, Kurve 3 (strichpunktiert) zeigt, die von
einem Serum stammt, das 3/, Std mit Natronlauge versetzt worden
war, vor der Himinzugabe aber durch vorsichtiges Zufiigen von HCl
wieder auf einen py-Wert von 7,5—8 eingestellt wurde. Als weiterer
Vergleich ist in-Abb. 10, Kurve 5 (ausgezogen) eine Farbkurve ein-
gezeichnet, die von einem Serum stammt, das in stark alkalischem
Milieu mit Hamatin versetzt, reduziert und vor der Messung wieder
auf einen pg-Wert von 7,5—8 gebracht wurde.

Bei der Alterung des Serums entstehen also ganz shnliche Versinde-
rungen der Serumeiweiflkorper, wie wir sie bei der Alkalibehandlung
experimentell erzeugen koénnen. Da, wie gezeigt wurde, bierbei unter
den gegebenen Umsténden (Alkalieinwirkung bei Zimmertemperatur)
nur die Globuline angegriffen werden, scheint uns bei der groBen Ahn-
lichkeit der Absorptionskurven des gealterten und des alkalibehandelten
Serums der Schluf gerechtfertigt, dal auch bei Alterung zunéchst nur
Verdnderungen der Globuline zustande kommen. Sie fithren bei reiner
Autolyse bis zu Befunden; wie sie zu erhalten sind, wenn der gesamte
Globulinbestand des Serums in Hidmochromogen itbergefithrt ist (vgl.
Abb. 10, Kurve 4 [punktiert] und 5 [ausgezogen]). Eine stérkere Ver-
schiebung der Absorptionskurve des reduzierten Hémating im Serum
als zu der des Serumhdmochromogens hin als Abb. 10, Kurve 4 haben
wir unter autolytischen Bedingungen nicht gefunden.

Wurde Serum bei Zimmertemperatur der Fdulnis ausgesetzt, so
ergaben sich zunédchst Absorptionskurven wie bei Autolyse des Serums.
Spiter tritbte sich das Serum und konnte erst nach hochtourigem
Zentrifugieren zur spektrophotometrischen Messung verwendet werden.
Uberraschenderweise war nun nach Himatinzusatz und Reduktion
nicht eine Verschiebung der Absorptionsmaxima nach rechts zum vio-
letten Bnde des Spektrums hin, sondern im Gegenteil nach links ein-
getreten (vgl. Abb. 11, gestrichelte Kurve). Das Maximum lag bei 568
bis 570 myu, der Gipfel war im ganzen etwas schlanker als der des redu-
zierten Serumhématins und bei 530 my zeichnete sich ein zweites flaches
Maximum ab. Gestaltlich war keine Anndherung an das Hédmochro-
mogenspektrum zu finden wie bei den Versuchen mit autolysiertem
Serum, sondern vielmehr eine solche an das des reduzierten Hématin-
albunuins {vgl. Abb. 11, punktierte Linie). Auch die Farbkurve des nicht
reduzierten Himatins war in faulem Serum &hnlich der des Hidmatin-
albumins. Das 1. Maximum lag zwar noch bei 620 myu, das 2. und 3. Maxi-
mum war dagegen etwas rotwirts verschoben (530 und 500 my — vgl.
Abb. 11, ausgezogene Linie).
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Dieses Verhalten des Himatins im Serum 148t sich damit erkldren,
daB bei der Fdulnis des Serums die denaturierten Globuline teilweise
zerstort wurden. Das Serumalbumin scheint somit ebenso wie gegen
den Einfluf von Alkali auch gegen Féulniseinfliisse resistenter als die
Serumglobuline zu sein.

Zusammenfassung

Beim Zusammenbringen von reduziertem Hamatin mit Serumeiweil-
korpern entwickeln sich im schwach alkalischen Milieu (pg 7—10) nur
dann Hdmochromogenspektren, wenn die EiweiBkérper denaturiert sind.
Globuline sind leichter denaturierbar als Albumine. Die Ausprigung
der Himochromogenspektren bei Darstellung der typischen Farbkurven
hingt von der Natur des Hiweilles ab. p-Globulin geht mit Hamatin
keine sichere Verbindung ein.

Die Absorptionskurven des reduzierten Himatins im autolysierenden
Serum entsprachen denen einer Mischung von reduziertem Serum-
hdmatin und Serumhdmochromogen, was auf eine frithzeitige Denatu-
rierung der Globulinanteile des Serums zuriickgefithrt wird. Faulende
Seren lassen sich wegen Tritbungen erst nach Zentrifugieren spektro-
photometrisch untersuchen und zeigen dann mit reduziertem Hématin
Absorptionskurven, die derjenigen des reduzierten Hamatinalbumins
dhnlich sind.
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