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In friiheren Arbeiten (W~Bv.~, 1966; WEB]~ und MmuHSI6, 1959) 
wurde fes~gestellt, dal3 bei tier Chemiluminescenz des Luminols (3-Amino- 
phthalhydrazid), die dutch H/~moglobin hervorgerufen wird, nicht das 
reduzierte H/~moglobin oder das Oxyh/~moglobin, auf die Luminol- 
reaktion wirkt, sondern nur das Me~hiimoglobin. Das sich allerdings, 
insofern es in der verwendeten BlutlSsung nich~ oder nicht in geniigender 
Konzentra~ion vorhanden is~, je nach der verwendeten ReagenslSsung 
mehr oder weniger rasch aus dem H/tmoglobin bfldet. Die Bfldungs- 
geschwindigkeit des Meth/~moglobins im Reaktionsgemisch spielt also 
bei der Chemiluminescenz des Luminols, die durch BlutlSsungen hervor- 
gerufen ~rd ,  eine wesentliche Rolle. Dabei ist abet weiterhin noch zu 
beachten, dab sich die Luminolreaktion in alkalischen LSstmgen (pH = 
11 bis 12,5) abspiel~ un4 demzufolge eine Dena~urierung des I-I/~mo- 
globins mi~ H/imatinbfldung im Verlauf der Reaktion auch in Frage 
kommt. Es kSnnte also auch das H~matin - -  gleichfalls ein Komplex 
mit dreiwertigem Eisen-- die Chemiluminescenz des Luminols aktivieren 
tmd in diesem Falle wiirde die Denaturierungsgeschwindigkei~ des H/~mo- 
globins eine Rolle spielen. 

Andererseits wird allgemein angenommen (vgl. z. B. Scl~wv,~D, 1962), 
dal~ dem Hb-F des fetalen Blutes in den Blutzellen eine leichtere 0xy- 
dierbarkeit zukommt als dem Hb-A des Erwachsenenblutes, was beson- 
ders bei Vergiftungen mit Meth~moglobinbfldnern zum Ausdruck kommt 
(L~c~s, 1950; LEcxs und WOL~La_W, 1950; B~TK~, 1959; B~TXE und 
K ~ v E ~ ,  1957; B~T~ und Sc~oLz, 1958 u.a.). Es besteh~ aber auch 
ein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden H~mgloobintypen be- 
ziiglich ihres Alkalidenaturierangsgrades (Bm~K~Ax und Jo~yas, 1935; 
Bv~Av~, ELLIS und WroTE, 1960 u.a.), was bei ihrer Wirkung auf die 
Chemilumirtescenz des Luminols gleichfalls betr/ichtliohe Unterschiede 
bedingen kann. 

* I. Mitt. vgl. Dtsch. Z. ges. geriehtl. Mcd. 57, 410 (1966). 
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Verb inde t  m~n die angefi ihr ten bekann ten  Ta tsachen  und  Annahmen,  

so kann  m a n  leicht  folgern, dab es mSglich sein muB, Reakt ionsbedin-  

gungen fiir die Luminol reak t ion  zu finden, die einen wesent l ichen Unte r -  

schied in der Wi rksamke i t  des fe ta len Blutes  im  Vergleich zur  Wi rkung  

des Blutes  erwachsener  Menschen aufweisen werden.  W i t  haben  diese 

Voraussetzungen tats~ichlich bes ta t igen k5nnen und  gefunden, da~ m a n  

mi t  Hilfe der Chemiluminescenz verlal31ich feta]es Blur  (Hb-F) v o m  Blur  

erwachsener  Menschen (Hb-A) unterscheiden kalm.  

Die Versuchsmethode 
Die erste Versuehsreihe, mit je tiber 40 Proben yon fetalem Blur und Erwach- 

senenblut, wurde mit dem Luminolreagens mit Natrinmearbonat und grSl3erer 
Wasserstoffperoxydkonzentration durchgeftihrt. Die Ansii~ze waren: 

32 ml H20 
5 ml 0,4 n Na2CO 3 in I-I20 
5 ral 1,76 1V[ H202 
5 nil 4.10 -s ~ Luminol in 5.10 -2 M Na2CO 3 

Dieses Reagens wirkt bei kleinerer Alkalinitiit ( p H =  11) stark oxydierend, aber 
verursaeht eine schwiiehere Alkalidenaturierung des H~imoglobins. Die zweite Ver- 
suchsreihe haben wir, gleichfalls mit je 40 Blutproben, mit dem normalea Lnminol- 
reagens mit Natronlauge vorgenommen. Dieses Reagens (pH ~ 12,5) bestand aus: 

32 ml tt20 
5 ml 0,4: n NaOH in H20 
5 ml 0,175 M Hu02 
5 ml 4.10 -3 M Lnminol in 5.10 -2 M IqaOH in H~O 

(vgl. auch die X. Mitteilung, WnBs~, 1966). Den Reagensl6sungen wurde beim 
Versuch 3 ml BlutlSsung 1 : 2 000 hinzugeftigt, das Gemiseh durchgertihrt und der 
zeitliche Verlauf der Luminescenzintensit~t photoelektriseh mit dem Komloen- 
sationsschreiber registriert. Da das Reagens mit lqaOH eine sehr intensive Lumi- 
nescenz ergibt, mul~te mit der kleinsten Empfindlichkeit der Mel3apparatur gear- 
beitet werden und aueh diese muBte noch auf optisehem Wege durch Auflegen yon 
Papierbliittern, die ffir das Luminescenzlicht etwa halbdurehl~ssig sind, herab- 
gesetzt werden. Man kann, je nach der Empfindlichkeit des Sehreibers und der 
Intensit~t der Luminescenz, ein oder mehrere solche Papierbl~Ltter (Durchschlags- 
papiere ftir die Sehreibmasehine) direkt auf die Stirnfl~iche der Photozelle auflegen. 
Da es sich gew5hnlieh um relative Vergleiehsmessungen handelt, im konkreten 
l~alle um den Vergleich der Wirkung yon 11b-A und Hb-F unter gleichen Versuchs- 
bedingungen, ertibrigt sieh die Kenntnis yon absoluten Empfindlichkeitswerten. 

Ftir die Proben yon Erwachsenenblut diente frisehes Blut yon gesunden erwaeh- 
senen l~enschen beider Geschlechter, sowie ~ueh Leiehenblut, das nach ~Sglichkeit 
fltissig war und besonders keiner vorherigen wesentlichen Ver~nderung, etwa dureh 
Blutgifte, ausgesetzt war. Auch mit gewaschenen und hgmolysierten roten Blut- 
kSrperehen wurde gearbeitet. Als Proben yon fetalem Blur wurde Nabelsehnurblut 
normaler Geburten aus der hiesigen Geburtsklinik, sowie Leichenblut der Feten 
yon Feh]geburten, Frtihgeburten u. ~. verwendet. Die Blutproben wurden absicht- 
lieh wahllos genommen, um entspreehende ~ittelwerte der Luminescenzmessungen 
zu erhalten. Es handelte sich also zuni~chst darum Unterschiede in der Wirkung 
yon Blur ohne Hb-F einerseits und yon Blur mit gr59erer Hb-F Konzentration 
andererseits summurisch festzustellen. 
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Die fiir die Versuche verwendeten BlutlSsungen hatten immer genau eine 
tt~moglobinkonzentration yon 0,0075 g in 100 ml, was einer Verdfinnung yon 
1:2000 des normalen Blutes mit 15 g Hb in 100 ml Blur entspricht. Zur tterstellung 
solcher Blutl6sungen wurde zuerst 1 ml des originalen Blutes mit 19 ml I-I20 ver- 
miseht. War die LSsung triibe, so wurde sie filtriert oder zentrifugiert. Ein Teil 
der so erhaltenen klaren Blutl6sung 1:20 wurde zur spektrophotometrischen Be- 
stimmung der Extinktion (E) ffir die Wellenl~nge yon 560 nm und die Schieht- 
dicke yon 0,2 cm verwendet: E~o. Fiir eine genau 0,75 %ige Oxyh~mog]obinl6sung 
(Blutl6sung 1:20) betr~gt diese Extinktion: E~o ~ 0,790 und durch Verdiinnung 
yon 1 ml solcher BlutlSsung zu 100 ml erh~lt man eine genaue Blutl6sung 1:2000. 
Ist die gemessene Extinktion kleiner oder gr6Ber, so erh~lt man die Menge (a) in 
ml der ]~lutl6sung 1:20, die zu 100 ml verdfinnt werden mul~ um eine genau 

0,790 
0,0075 %ige L6sung zu erhalten aus der Beziehung: E a%~ ~ a. 

Solche Blut16sungen 1:2000 enthalten das tti~moglobin fast ausschliel31ieh in 
der Form yon Oxyh~moglobin, insofern sich nicht dureh frfihere Oxydations- 
prozesse im unverdiinnten Blur etwas ~eth~moglobin gebfldet hat. Die neutralen 
w~sserigen Blutl6sungen 1:2000 sind bei Zimmertemperatur gut einige S~unden 
haltbar, ohne nenuenswer~er Bildung yon Methi~moglobin. Dies gilt sowohl fiir 
Hb-A als auch ffir Hb-F in der L6sung. 

Die u 

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe mit  dem Carbonatreagens 
des Luminols haben klar gezeigt, da$ in diesem Reagens offenbar die 
Oxydat ion  des t t b - F  zu Meth~moglobin oder t t~mat in  nicht rascher 
erfolgt als die des Hb-A.  I m  Gegenteil, eine solehe Oxydat ion  geht  lang- 
samer vor  sieh, wodureh nur  kleinere Intensiti~ten und  Lich tsummen der 
Chemiluminescenz des Luminols erreicht werden. Dies wurde bei allen 
Parallelversuehen mit  fetalem Blur und  Erwachsenenblut  festgestellt. 
Als charakteristisehes Beispiel zeigt die Abb.  1 solehe Intensit~t-Zeit-  
kurven (~b--t) ,  die mit  fetalem Blur (F) und  Erwachsenenblut  (A) 
erhalten warden.  Das fetale Blur ergab immer einen h6heren Wer~ fiir 
die maximale I n t e n s i t ~  (~bm) der Chemiluminescenz (~bm=72 , nach 
Abb. 1) a ls  das Erwaehsenenblut  (~m-~52, nach Abb. 1). Diese Werte  
werden nach unserer Auffassung durch das Meth~moglobin verursacht,  
das in den 0riginalblutproben bereits vor  der Bearbei tung (Verdfinnung) 
vorhanden war. Diese geringen ,,physiologisehen" Methiimoglobin- 
konzentrat ionen,  die grSBenordnungsmKBig unter  1% liegen, sind also 
im fetalen Blur gr6Ber als im Erwaehsenenblut .  Der abfallende Ast der 
Intensi t~t-Zei tkurven (linker As~ der Kurven  der Abb. 1) entsprieht  der 
Umwandlung  des Hi~moglobins (0xyhiimoglobins) in Meth~moglobin, 
und  die Intensi t~tswerte dieses Kurvenas tes  fallen bei den Versuchen mi~ 
fetalem Blur zeitlieh wesentlich rascher ab als die entspreehenden Wer te  
bei den Versuchen mit  Erwachsenenblut .  Dies bedeutet  aber, dai~ das 
H b - F  langsamer und  in quant i ta t iver  Beziehung in geringerem Ausma~ 
zu Meth~moglobin oder Hiimatin oxydiert  wird als das t tb-A.  Dadurch  
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wird aber aueh eine wesentlieh kleinere Liehtsumme (L), also eine 
kleinere Gesamtausstrahlung der Chemilumineseenz bei den Versuchen 
mit  fetalem Blur (L=-295, naeh Abb. 1) als bei den Versuehen mit  
Erwaehsenenblut ( L =  820, naeh Abb. 1) verursaeht. Die besproehenen 
Unterschiede in der Kurvenform und den Werten der Lichtsumme 
kSnnen wohl zur Unterscheidung des fetalen Blutes yore Erwaehsenen- 
blur mit  Hilfe der Luminolreaktion herangezogen werden. 

Solche Untersehiede konnten ~ aueh in einem Fall yon Tod durch 
Elektrizit/~tswirkung instruktiv feststellen. Eine 21j~hrige gesunde Frau,  
die im 9. Monat schwanger war, verunglfickte 
tSdlich beim zuf/~tligen Berfihren einer freien 
elektrischen Leitung, die unter 220 Volt 
Spannung stand. Bei der Obduktion wurden 
Blutproben aus einem Blutgef/~ der Mutter 
sowie aueh des Feten entnommen und zu 
Versuchen mit  der Luminolreakgon ver- 
wendet. Es handelte sich also um zusammen- 
geh5rige Blutproben mit  I-Ib-A bzw. Hb-F.  
Es ergaben sieh bei den Versuchen mit  dem 
Carbonatreagens des Luminols ffir die maxi- 
male Lumneseenzintensit&t (qgm) und die 
Liehtsumme (L) diese Werte:  

q~m L 

Blut der Mutter 52,5 1535 
Blur des Feten 69,2 407 

Der Unterschied in den Werten der Lieht- 
summe erscheint bei diesem Versuch besonders 
charakteristiseh. 
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Abb. 1. Intensitg~-Zeitkurve 
der Chemiluminescenz bei 
Anwesenheit yon fetalem 
Blur (F) und Erwachsenen- 
blur (A). Luminolreagens 
mit Na2CO s �9 q5 relative Lu- 
minescenzintensit~t, t Re- 
aktionszeit, Om maxima]e 

Luminescenzintensitgt, 
L Lichtsumme 

In  der zweiten Versuehsrehie dieser Arbeit, mit  dem Luminolreagens 
mit  NaOtI ,  warde festgestellt, da6 das fetale Blur unter gleichen 
Versuchsbedingungen eine wesentHch niedrigere maximale Luminescenz- 
intensit/~t (qira) ergibt als das Erwachsenenblut, w~hrend die Licht- 
summen (L) nicht sehr versehieden sind. Die Abb. 2 zeigt zwei charakte- 
ristisehe Intensit&t-Zeitkurven (qg--t) dieser Versuehsreihe. Es ist 
ersiehtlich, dal~ das fetale Blur (F) eine wesentlich sehw/~ehere Chemilu- 
minescenz l~ngerer Dauer hervorruft  als das Erwachsenenblut (A). 

Die Werte der maximalen Luminescenzintensit&t (~Sm) yon je 40 Be- 
st immungen dieser Art  warden statistiseh gewertet, wobei ffir die arith- 
megsehen Mittelwerte (~5m) und die mittleren Abweichungen (a) der 
Bestimmungen Zahlenwerte erhalten wurden, die in der Tabelle ver- 

11 Dtsch. Z. ges. gerichtl, l~ed., Bd. 64 
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zeichnet shad. Es ist ersichtlich, dab der arithmetische Mittelwert der 
Lumineseenzintensit~t fiir Erwachsenenblut mehr als zweimal h6her ist 
als der entsprechende Wert fiir fetales Blur. Die mittleren Abweichungen 
shad aber gering. Die Zuverli~ssigkeit der Bestimmungen wurde mit Hilfe 
des t-Testes geprfift, und der erhaltene Wert (t ~ 37,7) spricht ~fir eine 
sehr hohe Zuverl/~ssigkeit der Bestimmungsmethode. 
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Cm =23,0 ~m = 55,5 
L =1%0 L =2090 

Abb. 2. Intensit~t-Zeitkurven der Chemiluminescenz bei Anwesenheit yon fetalem 
Blut (F) und Erwachsenenblut (A). Luminolreagens mit NaOH 

Tabelle. Luminolreagens mit NaOH 

Blutart @m 6 t 
arithmeti- mittlere 
sches Mittel Abweichung 

Fetales Blur 23,6 3,71 
Erwachsenenblut 54,5 3,62 J 37,7 

Betrachtet man die angefiihrten Versuchsergebnisse, so karm man 
feststellen, dab sieh beide Methoden (Carbonat- als aueh NaOH-Reagens) 
zur Unterseheidung des fetalen Blutes vom Erwachsenenblut eignen. 
Die Ergebnisse sind besonders sieher, wenn man gleiehzeitig mit dem 
Versuch mit der fragliehen Blutart auch noch einen Versuch mit Er- 
waehsenenblut bekannter tterkunft durehffihrt. Dies eriibrigt sieh, wenn 
man die Me~apparatm" lmcl die Reagenzien grfindlich auf die beiden 
Blutarten geeieht hat. Es ist anzunehmen, dal3 die zweite Arbeitsweise, 
mit dem Luminolreagens mit NaOH, verl~tl31ieher ist, und es besteht die 
M6glichkeit, sie zu einer quantitativen Bestimmungsmethode der Kon- 
zentration yon Hb-F in Blutproben auszubauen. 

Besprechung der Versuehsergebnisse 
Den angefiihrten Versuehsergebnissen kommt aueh eine bestimmte 

theoretische Bedeutung zu. Zun&ehst ist festzustellen, da[~ das fetale 
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H/imoglobin, das sich in vivo bei der Einwirkung yon Meth~moglobin- 
bfldnern leieht in Methi~moglobin verwandelt, bei den Versuehen in vitro 
mit den Reagenzien der Luminolreaktion ein entgegengesetztes Verhalten 
aufweist. Es wird in den Luminolreagenzien sehwerer zu Meth/imoglobin 
oder tI~Lmatin oxydiert als das Hb-A. Diese Feststellung ist aueh deshalb 
merkwiirdig und wichtig, weil bekalmt ist (BETKE, 1954; B]~TKE und 
ScI{OLZ, 1958; B~TXE und KL~mAVEI~, 1957), dab Hb-F auch in vitro 
durch Kaliumferrieyanid und durch Natrinmnitrit raseher in Meth/~mo- 
globin umgewandelt wdrd als Hb-A. Um diese Eigensehaften der ge- 
nannten H~moglobintypen zu verstehen, ist zu beachten, dab die Lumi- 
nolreagenzien eine stark alkalisehe Reaktion aufweisen (pH = 11 und 
12,5). Es ist deshalb anzunehmen, dab bei der Wechselwirkung der 
H/~moglobine mit diesen Reagenzien die Alkali-Denaturierungsgesehwin- 
digkeit eine sehr groBe l%olle spielt. Hb-F ist wesentlieh schwerer dena- 
turierbar als ttb-A. Es bildet also in den alkalisehen LSsungen der 
Luminolreagenzien ]angsamer dureh Abspaltung des Globins das freie 
H~m, dann das Hi, matin und sehlieBlich vielleicht das entspreehende 
Hi~michrom. Die letzteren Komplexe mit dem dreiwertigen Eisen sind 
aber, nebst dem Meth&moglobin, jene Verbindungen, die die Luminol- 
reaktion zu aktivieren vermSgen. 

In diesem Sinne m6chten wir die Intensitiit-Zeitkurven der Chemi- 
lumineseenz des Luminols, die dureh Hb-F aktiviert wird, mit der 
Denaturierungsgesehwindigkeit des Hb-F in Zusammenhang bringen. 
Die besprochenen Luminescenzversuche stellen dann aber eigentlich 
eine besondere Modifikation der Versuehe fiber die Alkalidenaturierung 
des Hb-F dar, wobei die Chemihlminescenz nur als sehr geeigneter An- 
zeiger der Denaturierungsgesehwindigkeit dient. Es ist noch darauf hin- 
zuweisen, dab bei diesen Versuehen tats~ehlich nur die Eigenschaften 
der Hb-Molekfile zum Ausdruck kommen, da bei Blutverdfinnungen 
1:2000 alle iibrigen Komponenten des Blutes in so kleinen Konzen- 
trationen vorhanden sind, dab sie keinerlei nennenswerte Einflfisse auf 
die Chemiluminescenz haben kSnnen. 

Zusammenlassung 
Es wurden zwei Modifikationen Ifir die Ausffihrung der Lumhlol- 

reaktion angegeben, die es ermSglichen, durch photoelektrisehe Regi- 
Stlderung der Chemiluminescenzintensit/~t in Abhs yon der 
l%eaktionszeit Ietales Blur yon Erwachsenenblut zu unterscheiden. Die 
Blutarten dienen dabei als Aktivatoren der Chemiluminescenz des Lumi- 
nols. Durch statistische Bewertung der Versuchsresultate wurde fest- 
gestellt, dab dem Luminolreagens mit I~a0I-I ffir die Unterscheidung 
des t ib-F vom Hb-A eine hochgradige Zuver]~ssigkeit zukommt. ])as 
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spezifisehe Verha l ten  des fe ta len Blutes  bei  der  Ak t iv i e rung  der  Luminol-  
r eak t ion  wird  m i t  der  Geschwindigkei t  der  Alka l i -Dena tu r ie rung  des 
H b - F  in Z u s a m m e n h a n g  gebracht .  

Summary 
Two modi f ied  procedures  of effect the  chemiluminiscence of luminol  

(3-aminophta lh idraz ide)  are descr ibed which al low the  d is t inc t ion  of 
fe ta l  f rom adu l t  b lood b y  photoe lec t r ic  recording of chemiluminiscence 
in t ens i ty  depending  on the  reac t ion  t ime.  Solut ions of bo th  k inds  of 
b lood (hemoglobin) ac t  as  ac t iva to r s  of t he  reac t ions  on which the  
chemiluminiscence reac t ion  is based.  The s ta t i s t ica l  e l abora t t ion  of the  
resul ts  ( test  wi th  40 blood samples  of e i ther  k ind)  showed t h a t  the  
m e t h o d  of dis t inguishing t I b - F  f rom t t b - A  wi th  a luminol  reagent  in 
the  presence of sod ium hydrox ide  is of h igh t  significance. The  specific 
behav iour  of fe ta l  b lood in the  ac t iva t ion  of the  luminol  reac t ion  is 
obvious ly  connected  wi th  the  slow speed of fe ta l  hemoglobin  dena tu ra -  
t ion  because  of the  influence of alkalies.  These tes ts  are  in fac t  a new 
va r i an t  of observing the  dena tu r a t i on  of hemoglobin  wi th  chemilumi-  
uiseence assuming the  role of detector .  
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