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])as postmortale Verhalten der Blutfarbstofiderivate ist reeht ver- 
sehieden. Kohlenoxydhgmoglobin ist bekanntlieh sehr lange haltbar. 
Andere HgmoglobinabkSmmlinge dagegen, wie z. B. 3/[eth/~moglobin und 
Hgmatin,  sind zwar bei versehiedenen Krankheiten,  insbesondere aber 
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Abb. 1. Serumh&matin. In  n/10 NaOE gelSstes 
t t~min in s Serum; pH 7,5--8 (ausgezogene 
Linie). Konzentration etwa 0,1%. Gestriche]te 
Linie: Dasselbe nach Reduktion mit Na2S204. 

(TyPlsche Farbkurven) 

bei alien Vergiftungen, die mit  
Blutzerfall einhergehen, sehon 
intravital  zu beobaehten, sic 
t re ten aber auch bei Autolyse 
(DoLJA~SKI und Kocg,  FAI~- 
Lnu und F~ulnis auf. Bei 
Untersuehungen fiber die 
Nachweisbarkeit  des Hgma- 
tins sind wir der Frage nach- 
gegangen, wie sich H~mat in  
im Blutserum verhglt. 

Hgmat in  geht, wie zuerst 
H~ILM~YE~ feststellte, mit  

den SerumeiweigkSrpern eine Verbindung ein und gndert dabei seine 
spektralen Eigenschaften. Nach unseren Beobachtungen verbindet sich 
dieser Farbstoff  nicht nur mit  dem Albumin, wie FAI~L~u n. a. annahmen, 
sondern aueh mit  Globulinen (ScmvF~D). In  weiteren Versuehen fiber 
das optische Verhalten des Hgmatins  im Blutserum zeigte sich nun, dab 
die Absorptionskurven sich in gealterten Serumproben anders verhalten 
als in frischen. In  frisehem Serum ge15stes H/~matin ergab folgenden 
Absorptionsverlauf (Abb. 1). I m  roten Spektralteil ist eine relativ 
schwaehe Absorptionsbande mit  Maximum bei 620 m# vorhanden. Igach 
einem flachen Minimum im Gelbgrfin n immt  die Absorption langsam zu, 
wobei sich zwei angedeutete Maxima bei 525--530 m# und bei 495 m# 
abzeiehnen (Abb. 1, ausgezogene Linie). 
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Naeh Reduktion (mit Natriumdithionit) fehlt eine stgrkere Absorp- 
tion im l%ot, im Gelb steigt die Absorptionskurve an, bildet einen relativ 
breiten Gipfel mit lVfaximum bei 565 m#, verlguft etwa yon 545 bis 530 m/~ 
waagrecht und senkt sieh dann bis zu einem Minimum bei 490 m#, um 
erneut stark anzusteigen (Abb. 1, gestriehelte Linie). 

Welter rotw/~rts als 566--568 m# war das Maximum bei unseren 
Versuehen nie zu linden. Dagegen war es manehmal etwas violettwgrts 
gegen 560 m# hin versehoben. Naeh einiger Zeit stellte sieh nun heraus, 
dab dies immer dann der Fall war, wenn Seren Verwendung fanden, die 
bereits einige Tage im Kiihlsehrank anfbewahrt waren, niemals da- 
gegen bei ganz frisehem Serum oder Plasma. Neben einer Versehiebung 
des Maximums waren regelmgBig aueh gestal~liehe Vergnderungen der 
Farbkurven festzustellen, die jedoeh nut nach l~eduktion auffielen 
(Abb. 10). Zur Erklgrung dieser gestaltliehen Ver/~nderungen ist es 
erforderlieh, den Absorptionsverlauf des SerumeiweH3hgmoehromogens 
mit heranzuziehen und die Bedingungen zu bespreehen, unter denen 
sieh dieser Farbstoff entwiekelt. 

Die Hiimochromogenbildung 
Wie bereits t{OPPE-SEYLEI~ erkannte, entsteht bei der I~eduktion yon tIi~matin 

nut dann Hamochromogen, weml Eiweig vorhanden ist. Spatere Untersuehungen 
(ANso~ und Mms~:u u. a.) zeigten, dug an Stelle yon Eiweig auch andere stick- 
stoffhaltige KSrper wie Ammoni~k, Amine, Aminosauren, Hydrazinhydrat, Pyri- 
din, Nieotin usw. treten kSnnen. (Bei eigenen Untersuchungen ergab sich aller- 
dings, dab reinste Aminosi~uren [Merck] mit ttamatin keine Verbindungen ein- 
gehen.) 

Die neuerdings yon FELIx gei~uBerte ~{einung, dab alle Hgmochromogene das- 
selbe Spektrum haben, trifft nicht zu. Ihre Spektren sind sieh nut sehr ~hnlich. 
Dies grit besonders fiir die Eiweifihamochromogene, die sich unter sonst gleiehen 
Bedingungen nur hinsichtlich der Intensitat der Auspragung der typischen Farb- 
kurve unterscheiden, wghrend die Lage der Absorptionsmaxima tibereinstimmt. 
Dagegen differieren beispielsweise die Absorptionsmaxima des Serumhfimo- 
ehromogens im sichtbaren Licht je um 2,5 m# yon denen des Ammoniakhamo- 
chromogens, wie sehon A~so~ und NIt, SKY beobachteten. 

Hgmoehromogen bildet sieh bekanntlich nut im alkalisehen Milieu. 
Wie abet oben am Beispiel des H/~matins in frisehem Serum gezeigt 
wurde, tri t t  naeh Reduktion mit Natriumdithionit nieht ohne weiteres 
ein It/~moehromogenspektrum in Erseheinung. Z~dsehen PH 7--10 ent- 
wiekelt sieh vielmehr, wie entspreehende Versuehe ergaben, das be- 
sehriebene Spektrum des reduzierten Serumhgmatins (Serumh/~ms), 
dem die charakteristisehen Absorptionsbanden der Eiweil?h/imoeholno- 
gene (bei 558 und 528 m#) fehlen (Abb. 1, gestriehelte Linie). Durch 
starkes Alkalisieren /indert sieh der Verlauf der Absorptionsknrve. Es 
bildet sich das Absorptionsspektrum des SerumeiweiBhgmoehromogens 
aus (Abb. 2, striehpunktierte Linie). 
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Die Hdmochromogenspelctren in verschiedenen EiweifllSsungen 
Bei Untersuchungen fiber die Bindung des I-I~matins an Serum- 

eiweiBkSrper, prfiften wir auch die H~mochromogenbildung in den ver- 
schiedenen EiweiBfraktionen 1. Es wurde dabei in der Weise vorge- 
gangen, dab zun~chst die Absorptionsspektren nach Zusatz des in 
n /10NaOH gelSsten Farbstoffes zu der EiweiB15slmg spektrophoto- 
metrisch (SpektrMphotome~er ZeiB-Opton) gemessen warden. (Das p~ 
dieser L5sungen, welches jeweils /ag 
fiberpri~t wurde, lag zwisehen 7,5 [ :~ 
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A b b .  2. S e r u m h ~ m a t i n .  Ausgezogene  m i d  ges t r i che l te  Linie  wie ill A b b .  1 (un reduz i e r t e r  
bzw.  r eduz i e r t e r  Fa rbs to f f ) .  S t r iohpunk t i e t~c  Lin ie :  R e d u z i e r t e r  F a r b s t o f f  dctrch Z u g a b e  
y o n  2 T rop fen  10 %iger  NaOH/n~I  S e r u m  s t a r k  a lkal is ier t .  ]>unkt ier te  Lin ie :  Dasselbe m i t  

3 %iger  HC1 vo r s i ch t ig  wieder  ang 'esauer t  bis P~T 7 ,5 - -8 .  (Typisohe  F a r b k u r v e n )  
Abb .  3. t t gma t ina lbumi I1 .  Ausgezogene  Linie :  I ~  n/10 N a O H  gel6ster ,  Ula 'eduzler ter ,  ge-  
s t r i che l te  Linie :  r eduz ie r t e r  F a r b s t o f f  in  ~ %iger  H u m u n a l b u m i n - L 6 s u n g  (Behring, werke) .  
K o u z e n t r a t i o n  e t w a  0 ,1%.  D~: 7 ,5 - -8 .  S t r i e h p u ~ k t i e r t e  Linie :  R e d u z i e r t e r  F a r b s t o f f  
d u t c h  Z u g a b e  y o n  9 T rop fen  10 %iger  N a O H / m l  L 6 s u n g  s t a r k  a lkal is ier t .  P u ~ k t i e r t e  
Lin ie :  Dasse lbe  m i t  3 %iger  I=ICI vo r s i ch t ig  w iede r  anges~ue r t  bis  p~  7 ,5 - -8 .  (Typische  

F a r b k u r v e n )  

nnd 8.) Sodann wurde mit  N~triumdithionit reduziert and die Farbkurve 
erneut ermittelt.  ~e i t e r e  spektrophotometrische Bestimmungen er- 
fotg%en nach dem Alkalisieren der L6sungen mit NaOH and schlieBlich 
nach l~tiekpuffern mit  HC1 his p~ 7,5--8. Die vor dem Alkalisieren zu 
beobachtenden Absorptionsspektren und die hieraus zu ziehenden 
Sehliisse fiber die Bindung des Hiimatins an SerumeiweiBk6rper haben 
wir an anderer Stel]e eingehend besprochen (Se~IWm~])). I-Iierbei wurde 
die Feststellung getroffen, dab Hihnatin nieht nut  mit Albumin, sondern 
~uch mit Globulinen Verbindungen eingeht. Die bei stark ~lk~lischer 
l~eaktion sieh entwickelnden Hgmoehromogenspektren der verschie- 
denen EiweiBkSrper haben zw~r, wie die Abb. 2--7 zeigen, die beiden 

Die EiweiBfmktionen wurden uns freundlicherweise yon Herrn Prof. Dr. E. 
SCHITL~ZE, Behringwerke,~arburg ~. d. Lahn, iiberlassen, wofiir wir ~uch an clieser 
Stelle ergebenst d~nken. 
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Maxima an gleieher S~elle, doch unterscheiden sieh die typischen Farb- 
kurven hinsichtlieh ihrer Intensit~t gunz erheblich voneinander 1. W~h- 
rend in ~2- nnd fll-GlobulinlSsungen /iul~erst intensive Absorptions- 
spektren zustande k~men (Abb. 5 und 6), entwiekelte sich in der T-Glo- 
bulinlSsung ein H~imochromogenspektrum nur andeutungsweise (Abb. 7). 
Man ist daher versucht anzunehmen, dab y-Globulin unter den ge- 
gebenen Umsts kein Hs bildet, dab vielmehr die 
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Abb. 4 

Abb. 4. H~matin in 1,5 %iger ai-Glykoprotei~fl'aktion (Behringwerke) p~ 7,5--8 (aus- 
gezogene Linie). H~matinkonzentration etwa 0,1%. Gestriche]te Linie: Dasselbe nach 
Reduktion. Punktierte LinJe: Reduzierter Farbstoff dutch Zugabe yon 2 Tropfen 10 %iger 
NaOtt /ml  LSstmg stark alkalisiert. Striehpunktierte Linie: Dasse]be mit  3%iger tIC1 

vorsichtig wieder angesauert his pg 7,5--8. (Typische Farbkurven) 
Abb. 5. H~matin in 1,5 %iger a~-Glykoproteinfraktion (Behringwerke) p~ 7,5--8 (aus- 
gezogene Linle). t t~matinkonzentration etwa 0,1%. Gestrichelte Linie: Dasselbe naeh 
Reduktion. Punktierte LinJe: Reduzierter Farbstoff dutch Zugabe yon 2 Tropfen 10 %iger 
NaOH stark alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dassetbe mit  3%iger HC1 vorsiehtig 

wieder anges~uert bis p~ 7,5--8. (Typisehe Farbkurven) 

erhobenen Befnnde durch geringe Verunreinigungen mit anderen Eiweil~- 
kSrpern bedingt sind. Die H~mochromogene des Serums, des Albumins 
und der ~l-G]obnlinfraktion nehmen hinsichtlieh ihrer Ausprs 
Zwisehenstellungen ein 2. 

1 Da  n u r  d a n n  ein  kl~res Bfld dar i iber  zu  gewinnen  ist,  ob A b s o r p t i o n s s p e k t r e n  
iden t i seh  s ind  oder  niehL, w e n n  sie n a c h  e inem Vef f ah ren  aufgeze ichne t  werden ,  
das  y o n  Konzen t ra t ionse in f l i i s sen  un~bh~ng ig  ist ,  h a b e n  wir  die Absorp t ions -  
k u r v e n  als  , , typische  F a r b k u r v e n "  gezeichnet ,  t t i e rbe i  wird  im  K o o r d i n a t e n -  
s y s t e m  der  L o g a r i t h m u s  der  E x t i n k t i o n  als Ord ina te  e inget ragen.  Die K o n z e n -  
t r a t i on  k o m m t  d a n n  n u r  noeh  in der  H6hen l age  der  K u r v e  z u m  A u s d r u c k ,  is t  aber  
fiir die F o r m  der  K u r v e  n i eh t  yon  B e d e u t u n g  (H~ZII~EYEI~). 

2 Es  mul~ h ier  ausdr i ickl ieh a n g e m e r k t  werden,  dab  bei  der  spek t ropho to -  
m e t r i s c h e n  B e s t i m m u n g  der  A b s o r p t i o n s k u r v e n  stets Vergle ichs lSsungen ve rwende t  
w u r d e n ,  die bis  au f  den  H a m a t i n g e h a l t  v611ig gle iehar t ig  wie die MeB16sungen zu- 
s ammengese t z~  waren.  Aul~erdem w u r d e n  n u t  die Ergebn i sse  yon  L 6 s u n g e n  ver-  
wet te r ,  die n i ch t  n e n n e n s w e r t  ge t r i ib t  waren.  
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Es zeigt sich also, d~g die Auspr//gung der It/~mochromogenspektren 
yon der Eiweiflart mit bestimmt wird. Auch andere F~ktoren siud hier- 
ffir mal3gebend. So wies bereits 1936 O. SC~MIDT darauf bin, dab die 
t~ildung des EiweiBh//mochromogens yon der Serumbeschaffenheit ab- 
h~ngig ist. Er fund beispielsweise nur schwache tt~mochromogen- 
schatten, wenn er ungekochtes Serum an Stelle yon Serum verwendete, 
das in n/10 NaOg gekoeht war. Fib. die Unterschiede hat vielleicht 

auch die Frage der Den~turierung 
I . ~  des Eiweit?es eine l~,olle gespielt, 

h . worauf im folgenden eingegan- 
H I, \i\ ,/~,{i.,' ~ gen wird. 
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Abb. 6, I ~ l i ~ t i ~  111 1,5 %iger fl~-GIobulinlSstmg (Behringwerke)  PH 7,5--8  (ausgezogene 
Linie).  H ~ m a t i n k o n z e n t r a t i o ~  etw~. 0,1%. Gest~tichelte Linie:  Dassetbe nach  Re(I~t io l~ .  
P l m k t i e r t e  Linie :  Reduz ie r te r  Farbs to f f  dvxch Zugabe yon  2 Tropfen 10%iger  2NaO~ 
s t a r k  alkal is ier t .  S t r i chpunk t i e r t e  L i ~ e :  Dasselbe n~it 3%iger  HC1 vors ich t ig  wieder  

anges~uer t  bis 1)~ 7,5--8.  (Typische Farbkurven)  
Abb. 7. I {~ma t i a  i~ ~ %iger y-Globul in-LSsung (Behringwerke)  OH 7,5--8 (ausgezogene 
Linle). H~Lmatinkonzelt tration e twa  0,1%. Gestr ichel te  Linie:  Dasselbe i~ach Redukt ion ,  
P~mktier te  Linie:  Reduzier te r  Forbstoff  du tch  Zugabe yon 2 Tropfen 10 ~ N a 0 t t / m l  
LSsung s t a r k  alkaHsiert .  S t r i chp tmkt ie r t e  Linie:  Dasselbe m i t  3 %iger HC1 vorsichtig'  

wieder  anges~uer t  his PH 7,5--8.  (Typische Fa rbkurven)  

Das Verhalten verschiedener tt5mochromogene bei Ri~ckverschiebung 
des PH-Wertes zum schwach alkalischen Milieu (p~ 7,5--8) 

Ein interessantes Verh~lten zeigen die Abso~ptionsspektren der ver- 
schiedenen EiweiBh~mochromogene, wenn man die L5sungen dutch vor- 
sichtiges Zusetzen yon 3 %iger S~Izs/~ure wieder ~uf den Ausg~ngs-p~- 
Wert zuriickpuffert. W~hrend das durch starkes Alk~lisieren des redu- 
zierten Hgmatin~lbumins en~st~ndene H~mochromogen sein optisches 
Verhalten beim Rfickpuffern in der Weise /~ndert, d~B d~s Spektrum 
des reduzierten H~matinalbumins praktisch vollst/~ndig wieder in Er- 
scheimmg tritt (Abb. 3), gelingt etwas Entsprechendes beim Serum. 
h/~mochromogen nur unvollst~ndig (vgl. Abb. 2) und bei den t//~mo- 
chromogenen der ~i-, ~-  und fl~-Globulinfr~ktion iiberhaupt nicht (vgI. 
Abb. 4--7 ; in diesen Zeichnungen sind die Absorptionskurven ~us Grfin- 
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den der i)bersiehtliehkeit etwas gegeneinander versetzt). Die dutch Zu- 
satz yon Natronlauge zu HgmatineiweiBgemisehen entstandenen Ver- 
gnderungen im optisehen VerhMten (Hgmoeba'omogenbildung) sind also 
nur bei der Albuminverbindung reversibel, bei den Globulinverbin- 
dungen offensiehtlieh irreversibel. 

Welehe Vergnderungen liegen diesem versehiedenartigen Verbal- 
ten versehiedener Eiweif3k6rper nnter sonst gleiehen Umstgnden zu- 
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Abb.  8 Abb.  9 
Abb. 8. I~I~matm in 1,5 %iger /3~-GlobuIin-LSsu~g. Ausgezogene Linie: Glob~fiinl6sung 
12 Std mi t  N a O I t  versetzt ,  dann  bis p~ 7,5--8 angesguert ,  Hgmlatiza zugegeben nn(l 
rednziert .  @estriehelte Liitie: Dasselbe duroh Zusatz yon 2 Tropfen 10 %iger N a 0 I t / m l  
LSsung alkalisiert. Strichpunktierte Linie: Dasselbe wiecler a ngesguert bis Pll 7,5--8. 

(Typische Farbkurven) 

Abb. 9. Hgmati~ in ~ %iger Albnmin-LSsung, die 10 Std fang mit 5 Tropfen I0 %iger 
NaO~Ilml L/~S]lllg ~ersetzt, vor dem IIgmatinzusatz jedoeh durch Zugabe yon 3 %iger 
IICI anf eine~t PH-~u Yon 7,5--8 eingestellt wurde. Ausgezogene Linie: Farbstofs vor 
der Reduktion. Strichpunktierte Linie: Farbstoff naeh der l~eduktion. Punktierte Linie: 
Reduzierter Farbstoff ~aeh Alkalisiere]L Gestrichelte Linie" Zuerst Hgmatinzusatz und 
vorsichtig bis zu einem pii-Wert yon 7,5--8 wiecler anges5uer~. (Typische Farbkurven) 

\ \  I 

grunde ? Zuns wird man daran denken miissen, dab die im stark 
MkMisehen 3~ilieu entstandenen Globulin-tIgmoehromogene stabilere 
Verbindnngen als das Albumin-Itgmoehromogen sind. ~olgende Ver- 
suehe beweisen abet, dab diese Erklgrung nieht stiehhMtig ist. AlkMi- 
siert man ngmlieh eine GlobulinlSsung und bringt sie v o r  dem IIgmatin-  
zusatz dureh vorsiehtigen Sgurezusatz wieder auf einen lo~-Wert yon 
7,5--8, setzt nun Hgmat in  zu und reduziert, so bildet sieh ein tIgmo- 
ehromogenspektrum yon gleieher Intensit~t wie im stark MkMisehen 
Milieu aus (Abb. 8). Nimmt  man dagegen das gleiehe mit  Albumin vor, 
so entsteht naeh wie vor das Spektrum des reduzierten HgmatinMbu- 
rains und nieht das des Albuminhgmoehromogens. Selbst nach 10 Std 
langem Eimvirken yon Natronlauge auf eine AlbmninlSsung gelang es, 
naeh dem l~tieklouffern in den schwaeh alkatisehen Bereieh das Absorp- 
t ionsspektrum des reduzierten I-Igmatinalbumins fast vollstgndig wieder 



778 WOLFG~ SCt~WEI~D : 

zur Darstellung zu bringen (Abb. 9). Lediglich das 1. Maximum war 
um einen Betrag yon etwa 2 m# violettw~rts verschoben, was iibrigens 
schon nach kurzfristigem Alkalisieren zu beobachten war (Abb. 3, 
punktierte Linie) und wahrscheinlich auf geringe Verunreinigungen mit  
anderen Eiweil~fraktionen zurfickzuffihren ist. Ers t  werm die mit  
Alkali versetzte Albuminl6sung stark erhitzt wurde, entstanden Ver- 
~ndernngen, die nach Hs und Reduktion auch im schwach 
a]kalischen Milieu zur Entwicklung des Albuminhgmochromogenspek. 
t rnms Anlal~ gaben. In  der Hitze kommt  also eine tiefer greifende Ver- 
~nderung des Albumins als beim blo[ten Alkalisieren zustande, die unter 
den aufgezeigten Bedingungen irreversibel ist. 

Es liegt nahe, diese Vergnderungen als Denaturierung zu bezeichnen 
nnd zwischen reversibler nnd irreversibler Denaturierung zu nnter- 
scheiden. Dementsprechend ergibt sich eine ~bereinst immung mit  Aus- 
drucksweisen in der Literatur,  in der vielfach die Eiweil~h~mochromo- 
gene mit  dem Beiwort ,,denaturiert" bezeichnet werden (vgl. z. B. KEr- 
LI~, LE~]~E~G und LEGGE), ohne dal~ bisher auf den EinfiuB des pg- 
Wertes und der Eiwei~qualits auf die tt~mochromogenbildung und 
-bests n/~her eingegangen worden w~re. 

Gem~l~ dieser Ausdrucksweise ist zu sagen, dal~ die EiweiBkSrper 
im nativen Zustand bei schwach alkalischer I~euktion (unter PH 10) mit  
reduziertem H~mat in  (Hgm) Icein H~mochromogen bilden. Sie sind 
hierzu erst nach s tarkem Alkalisieren und dadurch bedingter, allenfalls 
reversibler (wie z. B. beim Albumin) Denaturierung f~hig. Bei irrever- 
sibel denaturierten Eiweil~k5rpern besteht dagegen diese pg-Abhgngig- 
keit nicht mehr. ~qunmehr erfolgt die H/%mochromogenbildung schon 
im schwach alkalischen ~ilieu. 

Das Zustandelcommen eines Hi~mochrom(~genspektrums im ~chwach 
alkalischen Milieu (PH 7--10) naeh Zusatz yon Hi, matin zu einer Eiwei[3- 
16sung und Reduktion mit Natriumdithionit spricht somit ]iir das Vorliegen 
yon denaturiertem Eiwei]3. 

Das Verhalten des Hi, matins 
im alternden (autolysierenden und /aulenden) Serum 

Bei unseren Untersuchungen best immten wir, wie erw~hnt, den 
Maximalpunkt des breiten Gipfels des reduzierten Serumhiimatins nie 
welter rotw~rts als 566--568 m/~. Er  war vielmehr manchmal etwas 
violettw~rts gegen 560 m# hin verschoben. Nach einiger Zeit fiel auf, 
dal~ 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 Gegenfiberstellung der typischen Farbkurven des reduzierten 
H/~matins in diesen /~lteren Seren mit den im frischen Serum ergab 
auf~er Verlagerungen des Gipfelpunktes aueh Ver/~nderungen in der 
Form. Es ~ i r d e  zu weir gehen, alle mSgliehen Zwischenstadien aufzu- 
zeigen, die beginnend mit ganz geringffigigen Verschiebungen des 1Vfaxi- 
malpunktes ohne sonstige nennenswerte gestaltliehe Vergnderungen der 
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Abb. ]0. 1. Kurve (~usgezoge~e Linie oben): Tted~iertes Serumh~m~tin. 2. K~e 
(gestr iehel te  Linie  oben):  Reduz ie r t e s  H/~matin in  6 T~ge ~i tem (klarem),  f iberwiegend i m  
K~ih i schrank  ~ u f b e w a h r t e m  Serum.  3. K i n ' r e  ( s t r i chpunk t ie r t e  Linie) :  Gleiehes S e r u m  
wie K u r v e  1, j edoch  31/~ S t d  l ang  m i t  N a O H  verse tz t ,  v e t  der  H ~ m a t i n z u g ~ b e  a b e t  d u t c h  
Ans~ue rn  au f  e iaen  pH-~u Yon 7 ,5 - -8  eingestell t .  4. K u r v e  (pu~kt ie r te  Lia ie) :  1%edu- 
ziertes I-Ihmatin in  11 T~ge a l t em,  vo rwiegend  i m  Kf ih l sehr~nk  ~u fbew~hr t em Serum.  
5. K m w e  (~usgezogene Linie m~ten): S e r u m  m i t  H&m~ti~ versetz~, reduzier t ,  alk~lisiert  

u n d  d~n~ wieder  ~nges~uer t  his p K - 7 , 5 - - 8 .  6. K n r v e  (gestr iehel te  Li~ie un t en ) :  
Se rumh&mochromogen .  (Typisehe  F~rbkm~ven) 

Abb .  11. H/~m~tia in  10 T~ge a l t em,  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  f~u leadem S e r u m  (~onze~-  
t r~ t ion  e tw~ 0,1% ). Ausgezogene  Linie:  Vor  R e d u k t i o n ;  ges t r iehel te  Linie :  N~eh R e d u k t i o n  
m i t  Na~S.~O~. (Se rum muBte  v e t  d e m  g&mat inzus~ tz  wegen  Tr f ibung  zen t r i fug ie r t  wer -  
den.)  Z u m  Vergleieh:  l~eduziertes Serumh/~mat in  ( s tMchpunkt ie r te  Linie) u ~ d  reduz ie r tes  

H /~ma t ina lbumin  (punk t i e r t e  Linie). (Typische  F a r b k u r v e n )  

, ",J.).: 

/ J .1 ] %. . . . .  I 

Farbkurve fiber 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 gemaehten Ausffihrungell 
ergeben sieh keine Schwierigkeiten hinsiehtlich der Deutung dieser Be- 
funde. Die Absorptionskurven entsprechen denen einer Miaehung von 
reduziertem Serumhi~matin und Seruml~mochromogen. Da im sehwaeh 
alkalisehen Milieu, wie gezeigt wurde, nur denaturiertes EiweiB mit 
reduziertem H/~matin unter H/~mochromogenbildung reagiert, glauben 
wir den Schlul] ziehen zu dfirfen, dab die gestaltlichen Veriinderungen 
der Absorptionskurven in glteren Seren Ausdruck einer partiellen Eiwei[3- 
denaturierung sind. Unsere Auffassung wird dadurch gestfitzt, dab es 
gelingt, dureh Hintereinandersehalten yon Cuvetten, die einerseits 
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Serumhgmatin, andererseits Serumh/~moehromogen enthalten, gleich- 
artige Absorptionskurven zur Darstellung zu bringen. Aber nieht nur 
das. Aueh experimentell lassen sieh entsloreehende Farbkurven erhalten, 
wie dies beispielsweise Abb, 10, Kurve 3 (striehlounktiert) zeigt, die yon 
einem Serum stammt, das 31/~ Std mit Natronlauge wersetzt worden 
war, wor der tIgminzugabe aber dureh worsiehtiges Zufiigen won ttCI 
wieder auf einen pH-Wert won 7,5--8 eingestellt warde. Als weiterer 
Vergleieh ist in Abb. 10, Kurve 5 (ausgezogen) eine Farbkurwe ein- 
gezeiehnet, die yon einem Serum stammt, das ix stark alkalisehem 
Milieu mit IIgmatin wersetzt, reduziert und wor der Messuug wieder 
auf einen lo~-Wert yon 7,5--8 gebraeht wurde. 

Bei der Alterung des Serums entstehen also ganz/~hnliehe Ver/~nde- 
rungen der SerumeiweiBkSrloer , wie ~ir  sie bei der AlkMibehandlung 
experimentell erzeugen kSnnen. Da, wie gezeigt w~rde, hierbei unter 
den gegebenen Umst&nden (Alkalieinwirkung bei Zimmertemperatur) 
nut  die Globuline angegriffen werden, seheint uns bei der grogen Xhn- 
]iehkei~ der Absorptionskurwen des gealterten und des alkalibehandelten 
Serums der SehhB gereehtfertigt, dab aueh bei Alterung zun//ehst nur 
Vergnderungen der Globuline zustande kommen. Sie fiihren bei reiner 
Autolyse bis zu Befunden, wie sie zu erhalten sind, wenn der gesamte 
Globulinbestand des Serums in H~moehromogen fibergefiihrt ist (vgl. 
Abb. ]0, I<urve 4 [punktiert] und 5 [ausgezogen]). Eine stgrkere Ver- 
sehiebung der Absorptionskurve des rednzierten tI/~matins im Serum 
als zu der des Serumh/~moehromogens bin als Abb. 10, Knrve 4 haben 
wit unter autolytisehen Bedingungen nieht gefunden. 

Wurde Serum bei Zimmertemperatur der Fiiulnis ausgesetzt, so 
ergaben sich zun/%hst Absorptionskurven wie bei Autolyse des Serums. 
Spgter trfibte sieh das Serum nnd konnte erst naeh hochtourigem 
Zentrifugieren zur spektrophotometrischen Messung verwendet werden. 
(Jberrasehenderweise war nu~ naeh Hgmatinzusatz und Reduktion 
nieht eine Verschiebung der Absorptionsmaxima naeh rechts zum wie- 
letten Ende des Spektrums hin, sondern im Gegenteil naeh links ein- 
getreten (wgl. Abb. 11, gestriehelte Kurwe). Das Maximum lag bei 568 
bis 570 m#, der Gipfel war im ganzen etwas sehlanker als der des redu- 
zierten Serumh/imatins und bei 530 m# zeiehnete sieh ein zweites flaehes 
Maximum ab. Gestaltlich war keine Annghernng an das Hgmoehro- 
mogensloektrum zu linden wie bei den Versnehen mit autolysiertem 
Serum, sondern vielmehr eine solehe an das des reduzierten tt~matin- 
albumins (vgl. Abb. 11, punktierte Linie). Aueh die Yarbkurve des nicht 
reduzierten Hgmatins war in faulem Serum /~hnlieh der des Hgmatin- 
albumins. Das 1. Maximum lag zwar noch bei 620 m#, das 2. und 3. Maxi- 
mum War dagegen etwas rotwgrts wersehoben (530 und 500 m# - -  vgl. 
Abb. 11, ausgezogene Linie). 
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Dieses Verha l t en  des I t g m a t i n s  im Serum lgl~t sich d a m i t  erkls  
dal~ bei  der  FKulnis des Serums die dena tu r i e r t en  Globuline tei]weise 
zers tSr t  wurden.  Das Se ruma]bumin  seheint  somi t  ebenso wie gegen 
den  Einf lu$ yon  Alka l i  aueh gegen Fgulniseinfl t isse res i s t en te r  als die 
Serumglobul ine  zu sein. 

Zusammenfassung 
Beim Zusammenbr ingen  yon r eduz ie r t em H/~matin mi t  Serumeiweil~- 

kSrpern  en twieke ln  sich im schwaeh a lka l i schen Milieu (p~ 7- -10)  nur  
dann  Hgmoehromogenspek t ren ,  wenn die EiweiBkSrper  d e n a t u r i e r t  sind. 
Globul ine s ind le ichter  dena tu r i e rba r  als Albumine .  Die  Auspr~gung 
der  H~mochromogenspek t r en  bei  Dars te l lung  der  typ i schen  F a r b k u r v e n  
h~ngt  yon  der  N a t u r  des  Eiweil~es ab. y -Globul in  geh t  mi t  HKmat in  
keine sichere Verb indung  ein. 

Die Abso rp t ionskurven  des reduz ie r ten  Hs  im au to lys ie renden  
Serum en t spraehen  denen  einer Mischung yon  r eduz ie r t em Serum- 
hgma t in  nnd  Serumhgmochromogen,  was auf eine frt ihzeit ige Dena tu -  
r ierung der  Globul inante i le  des Serums zurfiekgeffihrt  wird.  F a u l e n d e  
Seren lassen sich wegen Tr i ibungen ers t  nach  Zent r i fugieren  spektro-  
pho tomet r i sch  un te r suchen  a n d  zeigen dann  mi t  r eduz ie r t em H ~ m a t i n  
Absorp t ionskurven ,  die der jenigen  des reduz ie r ten  H g m a t i n a l b u m i n s  
/~hnlich sind. 
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