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Inhaltsverzeichnis und Einleitung. Einteilung der Himatoporphyrine. 609

Einleitung.

Nachdem in der Pathologie und inneren Medizin die Erkenntnis
Eingang gefunden hat, dass es eine Gruppe wohl charakterisierter Krank-
heitsformen gibt, welche auf der Basis einer chemischen Konstitutions-
anomalie mit dem Hauptmerkmal einer vermehrten Bildung und Aus-
scheidung von Hamatoporphyrinen entstehen, nachdem die physiolo-
gische Chemie in den letzten Jahren durch wesentliche Erkenntnisse auf
diesem Gebiete bereichert wurde und auch die experimentelle Physio-
logie weitere Erfahrungen gesammelt hat, diirfte eine ausfiihrliche Dar-
stellung des ganzen Stoffes erwiinscht sein. (Neben einer Zusammen-
fassung meiner fritheren Abhandlungen werden auch zahlreiche neue
eigene Untersuchungsergebnisse hier Platz finden.)

Die Gliederung des Stoffes ist aus der Inhaltsiibersicht zu ersehen. Die hier nach
Nummern begrenzten Literaturnachweisungen erleichtern die Auffindung von Literatur-
angaben, welche im Texte als Zahlen hinter dem Autornamen erscheinen.

A. Chemischer Teil.

Die Forschungen iiber die Derivate des Blutfarbstoffes und ver-
wandter physiologisch und pathologisch vorkommender Farbstoffe haben
eine grossere Reihe von chemisch definierten Kérpern ergeben, die sich
unter dem Namen ,Porphyrine* zusammenfassen lassen.

Wir konnen mit Willstatter (125) unterscheiden die Gruppe des
Hamatoporphyrins mit mehr als vier Sauerstoffatomen, die Gruppe
des Mesoporphyrins mit vier O-Atomen und das sauerstofffreie Atio:
porphyrin (C;,HgN,).

Jedenfalls sollen auch fernerhin die in Physiologie und Pathologie
beobachteten entsprechenden nativen Farbstoffe als ,,Hamatoporphyrine‘
bezeichnet werden, ohne dass durch diesen Namen eine analytische Genese
aus dem Blutfarbstoff behauptet werden soll. Sie sind von mir auch
frither von den Laboratoriumsprodukten unterschieden worden.

Historisches: Dass dem Blutfarbstoff durch Schwefelstiure das Kisen entzogen
werden kann, ohne dass die rote Farbe verloren geht, war bereits 1841 Scherer (100)
bekannt, Mulder und van Goldovoer (76) haben den aus dem Hématin dargestellten
Farbstoff als ,eisenfreies H#matin® beschrieben. Eine genauere Bearbeitung erfolgte
dann durch Hoppe-Seyler (45), von dem auch der Name ,Himatoporphyrin® stammt,
welcher dann in die chemische Literatur anderer Linder {ibernommen wurde (franz.:
hématoporphyrine, engl.: haematoporphyrin, ital.: ematoporfirina). Im gleichen Jahre (1871)
bezeichnete W. Preyer (90) das saure Himatoporphyrin als ,Hiimatoin*. Von weiteren
Forschern sind besonders Nencki, Zaleski, Kiister zu nennen. Um die Erforschung
der nativen Farbstoffe haben sich besonders H. Fischer und O. Schumm verdient
gemacht.

Synonymaund Abbreviaturen: Himatoporphyrin (Abkiirzung: Hp.). Hamato-
porphyrinurie (Hp.-urie) = Ausscheidung von Hp. mit dem Harn. Hiimatoporphyrie (Hpyrie)
ist der Nume fiir eine Krankheitsgruppe.

Urohimatoporphyrin (Urohp.) = Urinporphyrin [Fischer] = Urospektrin [Sail -
let] = Urorubrohéimatin [Baumstark]. Enterohimatoporphyrin (Enterohp.) = Kotpor-
phyrin [Fischer]?).

Wenn sich fernerhin das Wort ,Porphyrin* allgemein einbiirgern sollte. so ist es
durchweg fiir Haematoporphyrin als Kiirzung (P.) zu setzen (also Phorphyrin-Nencki,
Uro-P., P.-urie, P.-yrie).

') Hb. = Hémoglobin, Ht. = Hamatin, Hehrg. — Hiimochromogen.
Lubarsch-Ostertag, Ergebnisse. XX. Band. I Abteilung. 39
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Bei der chemischen und chemisch-physikalischen Beschreibung
wird hier mit dem kiinstlich dargestellten Farbstoff, dem ,,Haemato-
porphyrinum artificiale’ begonnen, es folgt die Behandlung der natiir-
lichen Produkte. Vorher seien noch zur allgemeinen Orientierung die
jetzt giiltigen Elementarformeln einiger hier interessierender Stoffe zu-
sammen gestellt.

¢c | B | 8| o Fe

34 33 4 5 1 Himatin

33 36 4 6 Bilirubin

40 36 4 16 Urohp. (nach Fischer) mit 7 COOH
36 36 4 8 Enterohp. (nach Fischer) mit 3 COOH
34 38 4 6 Hp.-Nencki (Zaleski)

34 38 4 4 Mesoporphyrin (Zaleski)

32 36 4 2 Phylloporphyrin

Von den nativen Hamatoporphyrinen waren besonders die im
menschlichen Harn und Kot ausgeschiedenen Gegenstand zahlreicher
Forschungen. Durch Isolation aus diesen doch sehr verschiedenen Me-
dien werden Produkte erhalten, die sich nach den wichtigen Analysen
von H.Fischer durch den Gehalt an Carboxylgruppen unterscheiden.
Diese Differenzen sind aber durch die Unterschiede der Isolierungs-
methoden nicht eindeutig bestimmt, da z. B. im Urin ausser dem che-
misch definierbaren Korper des Urohématoporphyrins auch die andere
Form (Enterohp.), sowie weitere Modifikationen vorkommen. Als ,ge-
reinigt” werden die durch mehrfache Extraktionen und Fillungen ge-
wonnenen Farbstoffe bezeichnet, wihrend das Adjektiv ,rein‘ fiir die-
Jenigen Préaparate verwendet wird, die durch besondere Methoden von
den genannten Nebenprodukten und anderen Verunreinigungen befreit
wurden (z. B. ,reines* Urohaematoporphyrin).

Da die Menge dieser Nebenprodukte im Verhiltnis zu der nativ
vorhandenen Hauptform unbedeutend ist, kann die Bezeichnung Uroph.
oder Enteroph. fernerhin im allgemeinen ohne grosseren Fehler fiir die
aus den betreffenden Medien durch die klinischen Methoden gewonnenen
Farbstoffe gebraucht werden.

1. Haematoporphyrinum artificiale.

Der chemischen Forschung gelang zunichst die Darstellung des
Hamatoporphyrins als Hamoglobinderivat. Es sind besonders je nach
der Herstellungsart der betreffenden Autoren das Hp.-Hoppe und das
Hp.-Nencki zu unterscheiden. Hoppe-Seyler (45) gewann das Hp.
durch Einwirken von konzentrierter Schwefelsiure auf Hamatin und
Eintragen in viel Wasser unter Sauerstoffzufuhr; es entstand dabei ein
als Hamatolin bezeichnetes, in verdiinnten Siuren und Alkalien unlds-
liches Nebenprodukt. Wenn man bei der Darstellung nach Hoppe-
Seyler vom CO-Hémoglobin ausgeht, soll nach Arnold (2) ein reineres
Préiparat erhalten werden. Das aus Hémin mit H,SO, gewonnene Pri-
parat bezeichnet Hamsik (39) als ,,Schwefelsaure-Hp. .
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Allgemein bekannt ist die Darstellung des Hp. nach Nencki (77)
durch Eintragen von Haémin in Bromwasserstoff-Eisessig. Es wird durch
diese Methode das salzsaure Hématoporphyrin in braunroten Nadelbiischeln
erhalten, welche im Licht und beim Trocknen zerfallen. Nach W.K tister (55)
gibt frisch hergestelltes Hamin in fast theoretischer Ausbeute Hp., wobei
Fe nur als Ferri-lon nachweisbar ist, wihrend iltere Priaparate viel
,Nebenprodukt* liefern mit Fe in beiden Oxydationsstufen. Die Hp.-
Bildung aus Hémin erfolgt nach Kiister gemiss den Formeln:
C;,H330,N,FeCl+-4 HBr = FeClBr; + C3HgONBry CyHz40,N,Br, +2H,0=Hp-2HBr.

Nach v. Zeynek (128) wird Hp. auch aus Hdémin durch SO, im
Lichte erhalten.

Ebenso wie aus Hamoglobin ldsst sich Hp. auch aus Myoglobin
gewinnen; i¢ch bin hierauf in einer Arbeit tiber den Muskelfarbstoff
spezieller eingegangen. Die weiteren Angaben beziehen sich gewdhnlich
auf Hp.-Nencki..

Das Hamatoporphyrin- wird gewohnlich als brauner, amorpher
flockiger Niederschlag beschrieben. Willstatter und M. Fischer (125)
konnten angeblich das reine Hp. im kristallinischen Zustande gewinnen.

Die Farbe des Hp. ist in salzsaurer Losung purpurn, in alkalischer
Losung gelblichrot.

Loslichkeit: Leicht in Eisessig, Alkalien, verdiinnten Mineral-
siiuren, Alkohol; wenig in Ather, Amylalkohol, Phenol; fast unldslich
in Wasser, Benzol, Nitrobenzol. Je nach der Herstellung ergeben sich
Verschiedenheiten, besonders zwischen den nicht identischen Préparaten
Hp.-Nencki und Hp.-Hoppe. Das Hp.-Hoppe, welches Nencki und
Sieber (77) als das Anhydrit des ersteren auffassten, ist in Alkohol
und Ather fast unloslich.

Ausfillung erfolgt aus saurer Losung durch NaCl, MgCl,, (NH,),S,
aus alkalischer Losung durch Sulfate, BaCl, Bleiazetat, Al,O,.

Die Loslichkeitsverhéltnisse schwanken je nach der Art der Dar-
stellung. - Trocknen bei hoherer Temperatur (100° setzt die Loslichkeit
herab. ’

Dhéré und Sobolewski (8) stellten Untersuchungen an einer
neutralen, nicht fluoreszierenden Hp.-Losung an. (Ausfillen durch Ge-
frieren, Leitfahigkeit 2,56-107°, Hp. in wissriger und verdiinnter Soda-
losung elektronegativ, in verdiinnter Essigsiure elektropositiv.)

Die spektroskopischen Eigenschaften werden spiter im Zusammen-
hang mit den {ibrigen Hamatoporphyrinen besprochen. Sie bilden die
markantesten, fiir den Nachweis wichtigsten Phinomene. -Besondere,
typische, zum Nachweis geeignete Farbreaktionen gibt es nicht. Die
sauerstoffiibertragende Wirkung der Blutfarbstoffe, welche an das Eisen-
atom gebunden ist, fehlt dem Hamatoporphyrin. Die Benzidinprobe ist
daher bei reinen Priparaten negativ [Ginther (33)], durch Bindung
von Eisen an Hp. tritt nach Buckmaster (4) wieder eine positive
Guajakreaktion auf.

Die von Arnold (1) festgestellte Bromreaktion besteht darin, dass Hp. in Alkohol,
Alkohol-Chloroform oder schwach salzsaurem Alkohol (stirkerer HCl-Gehalt stort die
Reaktion), mit Bromwasser eine violette, dann stahiblaue bis schmutzig griine Farbe
mit charakteristischem Spektrum (s. u.) gibt. Das Mesoporphyrin zeigt bei dieser Be-
handlung nach Schumm (108) deutliche Unterschiede.

39+
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Auf durch griine Farbe ausgezeichnete Hp.-Derivate muss noch
genauer eingegangen werden, da spiter ihre eventuelle Bedeutung als
Gewebspigmente noch zu diskutieren ist. Zuntz (zit. Ricker) stellte
etwa 1899 durch Behandlung von Hp. mit konz. Mineralsiuren einen
als Haemiverdin (C;;H,4N,O;) bezeichneten griinen Farbstoff dar, der
sich in NaOH und NH; mit brauner Farbe und nur in konzentrierten
Mineralsduren mit dunkelgriiner Farbe loste und ein dem Hp. ent-

sprechendes Spektrum gab.

Einen entsprechenden Farbstoff gewann Rticker (96), indem er Hp.-Hoppe in
viel konz. HNO, mit etwas KNO, brachte. Wurde nach lingerer Zeit die Losung in viel
Wasser gegossen, so bildete sich ein purpurroter, im auffallenden Lichte griiner Nieder-
schlag. Bei noch lingerem Stehen wurde auch die Salpetersiiurelosung in dicker Schicht
griin und spiiter gelb; wurde sie in grimem Stadium in Wasser gegossen, so ergab der
entstehende Niederschlag gereinigt in geringer Ausbeute ein amorphes gelbbraunes
Pulver. Aus schwefelsaurem oder ammoniakalischem Alkohel bildeten sich gelbbraune
Krystallnadeln. Auch ,Acetylhp.* gab mit konz. HNO, eine dunkelrote Lésung, welche
nach 4 Stunden smaragdgriin wurde. Diesen Farbstoffen verwandt ist auch ein von
Nencki (80) durch Oxydation von salzsaurem Mesoporphyrin mit konz. HNO,; gewon-
nener, griiner, krystallisiorter Farbstoff (,Monochlorhaematoporphyrinchlorhydrat®).

Auf einer #hnlichen Reaktion beruht es wohl auch, wenn Himatoporphyrin,
welches iibrigens nicht wit Bilirubin isomer ist, eine positive Gmelinsche Probe gibt.
Takayama (121) beschrieb die Bildung eines griinen Farbstoffes, indem er mit der
Schwefelsidure-Methode gewonnenes Hp. iiber der Spiritusflamme unter Schiitteln erhitzte
bis zur Schmutziggriinfirbung, die Losung in Wasser oder Alkohol eintropfen liess und
stark umschiittelte. Die so entstehende griine Losung zeigte neben beiden Haupt-
absorptionsstreifen des saueren Hp. einen schmalen Streifen im Rot; auch das alkalische
Spektrum war von dem des Hp. verschieden. Ein griines Oxydations- resp. Chlorierungs-
produkt (ein basisches sowohl, wie ein nichtbasisches) soll auch durch die Behandlung
von Hp. mit Salzssiure und Kochsalz entstehen [Eppinger (12)].

Konstitution: Die sehr schwierigen Feststellungen tiber die Kon-
stitution des Hp. sind noch nicht zu entgiiltigen klaren Vorstellungen
fortgeschritten. Seit bald 20 Jahren gilt aber wenigstens die Elementar-
formel C; H;N,O; [Zaleski (126)] fiir das Hp.-Nencki als feststehend.
Das Molekulargewicht (598,;) wurde von Nencki-Rotschky (78) zu
226325, von Zaleski (126) zu 598, und schliesslich von Piloty-
Dormann (88) zu 1168 bestimmt; diese Zahlen stehen etwa im Ver-
hiltnis 0,5:1:2. Die bisherigen Erfahrungen iiber Aufspaltungen des
Stoffes lassen aber manche Schliisse auf seinen Bau ziehen.

Bei gelinder Reduktion mit Jodwasserstoff oder JPH, entsteht Mesoporphyrin,
bei starker Reduktion Hémopyrrol (CgH;sN). Trockenes, auf ecinem Platinblech er-
hitztes Hp. liefert Pyrrol #hnliche Dimpfe’), welche einen mit Salzsiure befeuchteten
Fichtenspan karminrot firben. Durch Oxydation (z. B. mit Chromsiiure in schwefel-
saurer Losung) erhielt Kiister (59) das Imid der allein nicht existenzfihigen drei~

basischen H#matinsiure:
CH, - C—CO\

i ONH.
COOH - CH; - CH; - C—CO

Bei der Reduktion des Hp. tritt nach Piloty (84) neben Hiimopyrrol noch Himato-
pyrrolidinsure und Phonopyrrolkarbonsiure auf. Ahnliche Stoffe konnten nach Piloty
und Merzbacher (85) auch mit der Kalischmelze erhalten werden. ZAhnliche sehr ein-
gehende Studien fiihrten Kiister (59) zu der Annahme von zwei Pyrrolenkernen neben
zwei Pyrrolringen, deren Vorhandensein in allen Porphyrinen mit ihrem Farbstoffcharakter
gut harmoniere; ausserdem bedinge die symmetrische Abwechslung zwischen Pyrrol- and
Pyrrolenkernen die Fahigkeit, Metallkomplexe zu binden, da mit ihrer Aufhebung (z. B.
Mesoporphyrinegen) diese Fithigkeit schwindet.

) Vgl. hierzu Fischer, v. 95, p. 42.)
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Es sei nochmals erwihnt, dass die frither angenommene Isomerie
mit Bilirubin nicht besteht; gewisse Bausteine, z. B. Hamopyrrol, haben
die ‘Stoffe allerdings gemeinsam. Auch das aus dem Chlorophyll dar-
gestellte Phylloporphyrin, auf dessen Ahnlichkeit besonders Hoppe-
Seyler(46) und spiter Schunk und Marchlewski(114) hingewiesen
haben, unterscheidet sich besonders durch einen geringeren Sauerstoff-
gehalt. [Nencki (77) erwihnte friither, dass das Hp. beziiglich der
prozentischen Zusammensetzung dem Proteinochromogen nahe stehe,
welches bei der Spaltung des Eiweisses durch pankreatisches Ferment
[Gmelin] entsteht.]

Es sei hierunter noch eine von Piloty (87) vorldufig aufgestellte
Formel des Hiamatoporphyrin-Nencki gegeben.

CH, - COOH CH;-COOH OH
| ) I
C NH CHTCH CH 1 CH
// \\ // \\ // \\ // \\
CH; - C—C C C (|3—(|J (l}'l — ﬁ -CH, . CH,
CH;' % % g (”}'(;'Hg CHg'é JJ_—TT—_C\ C
W E TN v
oH

Durch Laktambildung der beiden Karboxyle und Bindung von
= Fe(OH) an Stelle zweier Imidowasserstoffatome soll das Hématin ent-
stehen.

Als Hamatoporphyrinester sind der Methylester und Athylester
zu nennen, die durch Anlagerung von jeweils 4 Alkoholen entstehen.
Sie sind leicht alkoholléslich, in Wasser unloslich.

Metallverbindungen wurden mehrfach dargestellt. Zaleski (127)
hat aus Hp. und Mesoporphyrin mit Eisenoxydul hématinéhnliche
Korper, sowie auch aus Mesoporphyrin mit Ferroazetatlosung hémin-
dhnliche Kristalle mit Hédminspektrum erhalten. Nencki (77) bildete
Salze mit Erden und Silber. Bekannt ist das Zinksalz mit 'dem so-
genannten ,,metallischen Spektrum*.

Milroy (74) stellte Cd-, Fe-, Cu-, Pb-, Nickel,, Kobalt-, und Zinnverbindungen des
Hp. dar. Die Kupferverbindnng des Himatoporphyrins gleicht dem aus Turacin dar-
stellbaren Turacoporphyrin [Church (7). Laidlaw (60) konnte durch einen &hn-
lichen Prozess wie bei der Gewinnung des Himatins aus Hp. (indem er zu einer
ammoniakalischen Hp.-Nencki-Losung etwas FeSO,-Losung und einige Tropfen einer
50°/oigen Hydrazinhydratlosung setzte) diese Kupferverbindung des Hp. darstellen, indem
er anstatt des FeSO, eine Cuprammoniumlésung verwendete und kochte (Spektrum 575—55 /
545—20). Gamgee (23) wies bei Turacoporphyrin den Violettstreifen im Spektrum
nach und bestitigte die Befunde von Church [1869] an diesem gewisse Identitiits-
zeichen mit dem Hp. bietenden Koérper. Das bisher dargestellte Turacoporphyrin war
iibrigens noch kupferhaltig, zeigte aber weitgehende Ahnlichkeit mit Hématoporphyrin.
Durch langes Kochen von Turacin soll auch ein griiner, kupferfreier Farbstoff, das
Turacoverdin, entstehen, welches einem nativ vorkommenden Farbstoff gleicht.

Milroy (74) empfiehlt die Darstellung der bestéindigen Stannoverbindung zum
Nachweis geringer Blutspuren. Auszug bluthaltiger Substanzmitsiedendem Eisessig, einige
Minuten mit SnCl, kochen, filtrieren, nach Zusatz von etwas festem Na-azetat nochmals
kochen, abkiihlen und filtrieren. Schirfer noch ist die Probe, wenn die verdiinnte Blut-
lésung erst mit etwas Phenol erwirmt, dieses durch Aussalzen mit (NH,),SO, abge-
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schieden und das entstandene Hiimatin nach obigem Verfahren weiter in die Stanno-
verbindung des Hp. umgewandelt wird. Die Probe soll noch Blutfarbstoff in Ver-

diinnung i; 107° anzeigen.

Die chemische Darstellung von Hp. aus Blutfarbstoffen spielt be-
sonders auch in der gerichtlichen Medizin eine Rolle, welche zum foren-
sischen Nachweis von Blut vielfach die spektroskopische Fest-
stellung des abgespaltenen Himatoporphyrins benutzt (Kratter,
Hammerl, Ipsen, Ziemke, Dominici, Thomas, Takayama,
Leers). Kratter (bU) wies 1892 darauf hin, dass in Fallen, wo die
Proben auf eisenhaltige Blutpigmente versagen, der Nachweis von Hp.
moglich sei. Ziemke (130) empﬁehlt die Beobachtung des alkalischen
Spektrums durch Uberfilhren in ammoniakalischen Alkohol. Nach
Thomas (123) wird das verdichtige Material 2 Stunden lang anf 200°
erhitzt, so dass Himatin nicht mehr mit Zyankali extrahierbar ist; nach
5—15 Minuten langem Einwirken von konzentrierter Schwefelséiure ist
der mikrospektroskopische Nachweis des sauren Hp.-spektrums moglich,
welcher nach Ubertragung in Pyridin in das alkalische Spektrum tber-
geht. Takayama (121) beseitigte die entstehenden Verkohlungspro-
dukte durch vorsichtiges Erhitzen iiber der Spiritusflamme unter be-
stindigem Durchschiitteln, wobei diese als schwarze Flocken ausfallen.
Der Ausschluss storender Farbspektra gelingt nach Giese (30) am besten
bei der Hp.-probe nach Takayamas (121) Modifikation.

Die Bildung der charakteristischen Krystalle des salzsauren Hp.
(diinne, rhombische rotbraune Nadeln, welche nach Kiister unter dem
Mikroskop olivgriine Farbe haben) wollen Lochte u. Danziger (65)
zum Nachweis von Blutspuren benutzen. Ihre Methode ist folgende:
Der verdichtige, isolierte Fleck wird im Reagenzglas mit 0,5 ccm BrH-
Eisessig nach Verkorken !/, Stunde lang bei 40—50° behandelt, dann
bei Zimmertemperatur 36—38 Stunden aufbewahrt, nach Zusatz von
- H;0 mit NaOH neutralisiert, mit CH;COOH schwach angessuert. Der
Atherextrakt wird nach langsamem Verdunsten des Athers mit 2—3
Tropfen Alkohol in der Mitte des Uhrglases zusammengespiilt, mit 2—3
Tropfen konz. HCl versetzt. Bei langsamem Verdunsten unter einer
Glasglocke sollen rach 1—2 Tagen sich Krystalle bilden.

Ungeeignet ist ein entsprechendes Verfahren zum Nachweis von
Blutspuren im Stuhl wegen des physiologischen und pathologischen
Vorkommens von Enterohématoporphyrin im Stuhle. Dieses gilt fir
die Vorschlige von Schmilinsky (101) und Snapper (115). (Ubrigens
bezeichnete Schmilinsky dieses Verfahren als weniger empfindlich
als die Guajakprobe.)

Wihrend Himatoporphyrin durch methylalkoholische Kalilauge
bei hsherer Temperatur zu Hémophorphyrin (Willstdtter) redu-
ziert werden, entsteht durch Reduktion in essigsaurer Losung mit Jod-
wasserstoff im Wasserbad das Mesoporphyrin.

Das Mesoporphyrin (CsHysO,N,) wird als Reduktionsprodukt aus Hémin in Form
von rhombischen Nadeln.erhalten. Es ist leicht loslich in schwachen Laugen, schwerer
in erwirmten Mineralsiuren und Eisessig, wenig in Alkohol und Ather, nicht in Chloro-
form. Die Darstellung erfolgt am besten aus dem Mesoporphyrinchlorhydrat. Eine Konsti-
tutionsformel stellten Pyloty und Quitmann (86) auf. Fischer und Meyer-Betz
(13) hielten das rein dargestellte Mesoporphyrin fiir ein einfaches Reduktionsprodukt
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des vom Eisen befreiten Héimins. Das komplexe Eisensalz gibt nach Zaleski (04) das
Hiiminspektrum. Bei der Bildung aus Hp. scheinen nach Fischer und Meyer-Betz (13)
2 alkoholische Hydroxylgruppen reduziert zu werden. Es sind Ester und mehrere
Moetallverbindungen bekannt.

2. Urohématoporphyrin.

Das Urohématoporphyrin wird in normalen und pathologischen
Harnen gefunden. Es zeigt weitgehende Ahnlichkeiten mit dem kiinst-
lichen Hp. und wurde frither fiir identisch gehalten. So hielt u. a.
‘Zoja (131) das von ihm untersuchte Urohp. fiir identisch mit dem aus
Himatin gewonnenen Hp. Saillet weist 1894 nur auf die Ahnlichkeit
des schon durch die Benennung ,,Urospektrine*“ unterschiedenen Hp.
von Hp.-Nencki hin. H. Fischers Analysen haben eine genauere
chemische Charakterisierung und Unterscheidung vom Hp.-Nencki er-
moglicht.

Die Gewinnung aus dem Harn ist nach verschiedenen Methoden,
durch Féllung und Extraktion, moglich. Am bekanntesten ist das Ver-
fahren von Garrod, welches in der Adsorption des Hp. durch aus-
fallende Phosphate besteht. Eine grossere Urinmenge wird mit etwa
20°/, verdinnter (10°oiger) Natronlauge versetzt. Das Zentrifugat wird
ausgewaschen und das mit niedergeschlagene Hp. in schwach salzsauerem
Alkohol gelost. FEine weitere Reinigung kann durch Neutralisieren der
Losung, Ansguern mit etwas Eisessig und Extraktion mit Ather erfolgen.
Wenn ausnahmsweise kein reichlicher Phosphatniederschlag entsteht,
kann man durch Bildung eines kiinstlichen Phosphatniederschlages
(CaCl; + NagPO,, in Essigsdure) nachhelfen. Ein zu starker Niederschlag
verringert aber die Ausbeute. Bemerkenswert ist, dass der mit Am-
moniak gewonnene Phosphatniederschlag nur minimale Mengen Hp.
adsorbiert.

Fischer vérwendete die schon von Garrod geilibte Ausfillung
mit Eisessig. Nach Zusatz von 10—25 cecm FEisessig zu 1 Liter Harn
sammeln sich i{iber Nacht Flocken von Hp. an Oberfliche und
Boden; Abhebern der Zwischenschicht, Abnutschen des Riickstandes
mit Kieselgur auf Steinzeugnutsche, etwas Trocknen, in 40 ccm
n- Na,tronlauge + 1000 H,O lssen, Hp. nochmals mit Eisessig unter Ver-
meidung eines Uberschusses fallen, absaugen, auswaschen.

Weitere Fiillungsmethoden mit Bleiazetat, Chlorbaryum etc. sind
— wie bereits Garrod betonte — meist nicht so ergiebig. Sonstige
Beschaffenheit des Harns spielt aber dabei eine Rolle. So erwihnte ich
frither (1911, p. 137), dass bei einem Patienten die lange Zeit erfolg-
reiche Hp.-Gewinnung mit dem BaCl,-Niederschlag seit einem Umschlag
der Reaktion des sonst immer sauern Harnes nicht mehr ausfiibr-
bar war.

Nach Hopkins (44) wird Hp. bei Sittigung des Harnes mit
(NH,)Cl auch mit der Harnséure niedergeschlagen. Seine Behaup-
tung, dass diese Methode zuverlissiger als die Phosphatmethode sei, ist
aber nicht zutreffend.

Durch Kaolinzusatz zum Urin wird das Urohp. grosstenteils
(iiber 80°/,) adsorbiert, ebenso wie Hb. durch 3 maliges Abnutschen durch
Kaolinfilter quantitativ entfernt wird.
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Die Kapillaranalyse nach Goppelsroder ergab beziiglich Hp.
keine brauchbaren Resultate.

Die Extraktionsmethoden sind nur zur weiteren Reinigung
des Priparates zu empfehlen. Bei Ausschiitteln des Harnes mit reinem
Amylalkohol wird ausser Urobilin und Uroerythrin auch Hp. aufgenommen
[Riva-Zoja (92). Aus mit Eisessig angesiduertem Urin geht ferner
Hp. in Essigither iiber; aus diesem ist er mit 5%,igem HCl wieder
extrahierbar.

Dass sich bei diesen Extraktionsmethoden auch Stoffe bei Hp.-urie
finden, welche sich durch andere Loslichkeit etwas unterscheiden, habe
ich in einer fritheren Arbeit (1911) hervorgehoben. Fischer hilt es
fiir wahrscheinlich, dass im Harn nicht immer dasselbe Hp. gefunden
wird (v. 97, p. 156). Er fand Hp. bei Hp.-yria congenita (s. u.) in Ver-
bindung oder neben einem KEiweisskorper oder Eiweisskorperderivat;
letzteres war im Verhiltnis 1:3 vorhanden, die Analyse ergab 49,.%/, C
T4 H, 14,4, N, 4,50, 1,,,S; ferner abspaltbare Aminoséiuren und 1°/,
Asche.

Zur Darstellung des reinen Urohdmatoporphyrins ist zunéchst
die Uberfiihrung in den Methyl- oder Athylester auszufiihren.

Die Veresterung erfolgt in der Weise, dass das rohe Hp.-Priparat in einer ge-
ringen Menge Methylalkohol aufgeschwemmt (etwa 20fach), dann unter sorgfiltiger Eis-
kiihlung Salzsiuregas eingeleitet wird. Nach vblliger Sittigung und lingerem Stehen-
lassen geht der Ester mit roter Farbe in Liésung. Am folgenden Tage wird Methyl-
alkohol aa zugesetzt, das Filtrat nach Zusatz von viel Wasser und Alkalisierung mit
NaHCO; mit Chloroform ausgeschiittelt, zu der im Vakuum eingeengten Chloroformlésung
die mehrfache Menge siedenden Methylalkohols gesetzt, welche die kristallinische Aus-
scheidung des Hp. veranlasst. Der nach mehrmaligem Umbkristallisieren gewonnene
reine Methylester (Mol. Gew. 944,,,) wurde von H. Fischer (14) zur Darstellung des
reinen Urohéimatoporphyrins mittels Verseifung verwendet.

Zur Verseifung wird der Methylester mit etwa der 100fachen Menge 10°/,iger
Natronlauge unter Vermeidung von hellem Tageslicht am Riickflusskiihler etwa eine
Stunde lang gekocht. Nach Abkiiblung wird die Fliissigkeit mit etwa der gleichen
Menge Eisessig versetzt und durch viermaliges Ausschiitteln mit Ather gereinigt. Das
ausgefallene Hp. wird abgesaugt, in Na,CO; geltst, filtriert, nach nochmaliger Fillung
mit Eisessig ausgewaschen.

Das Urohé@matoporphyrin (Urinporphyrin) hat nach Fischer (14)
die Elementarformel C,HgN,O,s. Es enthdlt nach Fischer sieben
COOH-Gruppen.

Die Eigenschaften des Urohp. entsprechen in weitgehendem
Masse denen des Hp.-Nencki und zeigen je nach dem Grade der Rein-
heit und der Art der Darstellung geringe Differenzen. Es ist besonders
in Natronlauge leicht loslich, dagegen nach Fischer in Ather, Chloro-
form, Benzol und Toluol unléslich. Das spektroskopische Verhalten wird
im folgenden noch eingehend beschrieben.

Urohp. gibt keine Gmelinsche Farbenreaktion, wie das Bilirubin
(wie behauptet wird). Trankt man entsprechend der Rosenbachschen
Modifikation ein Filtrierpapier mit 1%/y, schwach alkal. Hp.-l6sung (blass
Rosafiarbung), so erzeugt ein Tropfen rauchende HNO, in diesem Ge-
biete ein Wandern des Farbstoffes aus dem dann entfirbt erscheinenden
zentralen Gebiete nach der Peripherie des siuregetrinkten Gebietes, so
dass dort durch Konzentration ein dunkelroter Ring entsteht. Dieser
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rote Farbstoff zeigt das Spektrum des sauren Hp. Andere Farben (Gelb,
Griin ete.) treten nicht auf.

An Urohp.-dthylester (in Chloroformlésung) konnte H. Fischer
(14) eine optische Drehung nicht feststellen.

Auch auf Modifikationen, wie die Leukoverbindungen, ist noch ein-
zugehen. H. Fischer (18) unterscheidet folgende natiirlichen Stufen:
Porphyrin — Porphyrinogen — Porphyrin + ,,Urobilin“. Auf die Anwesen-
heit von reichlich Urobilin bei Hp.-urie wird noch zuriickzukommen
.gein; diese Tatsache ist schon von ilteren Autoren beobachtet worden.
Auf nahe Beziehungen deuten Vermutungen hin, dass z. B. ein bei der
inkompleten Reduktion des Himatins gebildeter urobilindhnlicher Korper
sich unter Zusatz von Zinn und HCl in Hp. umwandeln koénne [Eich-
holz (11)], oder dass — wie ich frither annahm (1911, p. 137) — eine
farblose Verbindung von Urobilinoidin und Hp. vielleicht existiere.

Mit der Essigmethode wurden nach Fischer aus dem Urin
Urohp. + ,,Kotporphyrin“ gewonnen, deren einfache Trennung (l. c.
v. 98, p. 87) beschrieben wird.

3. Enterohiimatoporphyrin.

Im Kote von Siugern findet sich physiologisch in minimalen
Mengen, sowie bei der Hamatoporphyrie in erheblich gesteigertem Masse,
und zwar meist in héherer Konzentration wie im Urin, Enterohp.

Zur Gewinnung des Hp. habe ich 50—100 g Kot auf dem
Wasserbade eingedampft, das trockene Pulver mit Ather, dann mit
Alkohol gewaschen (dabei ist die Moglichkeit zu beachten, dass Hp. in
geringem Grade in die Extraktionsfliissigkeit iibergehen kann, aus
welcher er wieder zuriickgewonnen werden muss), dann den Riickstand
mehrmals mit Salzsgure (20°/,) — Alkohol extrahiert, bei starkem Hp.-
Gehalt 20mal. Aus dem Extrakt kann man entweder direkt das Hp.
mit Ather zu extrahieren versuchen (Abscheidung durch vorsichtigen Zu-
satz von Wasser), oder, wie ich es Dtsch. Arch. 134 beschrieben habe, den
Extrakt in reichlich Wasser giessen, den entstehenden gelblichen Nieder-
schlag abfiltrieren und das Hp.-haltige Filtrat nach der iblichen Me-
thode (Neutralisieren, Eisessig, Atherextrakt) weiter bearbeiten. Durch
das Auswaschen des Kotpulvers mit Alkohol und Ather werden Fette,
Cholestearin, ein Teil Urobilin usw. beseitigt.

Fischer (15) verwendete zur Gewinnung grosserer Mengen folgendes
Verfahren: 15 Stéhle mit Alkoholéther verriihrt, auf feinmaschigem Draht-
netz 4 mal mit Ather und 1mal mit Alkohol ausgedeckt, Riickstand am
folgenden Tage mit 2 Liter 1%/, NaHCO, iibergossen, Filtration der nach-
dunkelnden Losung tiber Nacht, nochmals Zusatz von NaHCO,-lésung,
nach 4 Std. Dekantieren und Filtrieren der klaren Fliissigkeit, noch-
maliges Extrahieren des Kotschlammes mit 2 Liter NaHCO,-16sung und
Filtrieren. Nach der mehrtigigen Prozedur werden die klaren Filtrate
mit Essigséiure gefallt und der Niederschlag (in mehreren Tagen) auf
Faltenfiltern abfiltriert. Die gesammelten Niederschlige wurden verestert.

Ein weiteres Verfahren wurde noch von Fischer versucht: Der
auf Wasserbad eingetrocknete, pulverisierte Stuhl wird in Papierhiilsen
24 Std. lang mit Ather extrahiert, dann 4—5 Std. mit Alc. absol. ausge-
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zogen. Der Riickstand wurde nach dem schon beschriebenen Bikarbonat-
verfahren verarbeitet.

Snapper (115) extrahierte die Fizes mit {iberschiissigem Azeton, be-
handelte den Filterriickstand mit Eisessig 1:Essigéther 3 und unter-
suchte spektroskopisch 1. nach Pyridin-Schwefelammoniumbehandlung,
2. nach Zusatz von Essigither und verdiinnter Salzsdure (Spektr. 605
bis 595 | 570—50).

Fiir den klinischen Nachweis geniigt das an erster Stelle erwihnte
Verfahren. Das Enterohidmatoporphyrin (Kotporphyrin Fischers) hat
nach Fischer (19) die Elementarformel C;sHygN,O; und enthélt drei
Karboxylgruppen, also 4 COOH weniger als das Urohp. Mol. Gew.

)83°

Das reine Enterohp. zeichnet sich besonders durch seine Loslich-

keit in Ather aus. :

4. Andere Hiimatoporphyrine.

Eine genauere chemische Analyse anderer Himatoporphyrine, welche
besonders im Gewebe mancher niederer Tiere vorkommen sollen (s. u.)
ist noch nicht erfolgt.

Aus der Galle lisst sich das Hp. nach demselben Verfahren, wie
aus dem Stuhle gewinnen. Snapper (115) verwendete folgende Ver-
fahren: 1.) Saillets Methode (Ausschiitteln mit 1 Eisessig 4 2 Essig-
dther, zentrifugieren, den Ess1gather mit HCl ausschiitteln, die HCI-
Losung neutralisieren und essigsauer mit Ather ausschiitteln). 2.) Fillung
mit Barytwasser, Zentrifugieren, Ausziehung der Féllung mit Eisessig
+ Essigither, weiter wie Nr. 1. 3.) 100 ccm Galle einengen, mit Eis-
essig-Essigither extrahieren, weiter wie Nr. 1. Mac Munn (67) fand
bei Behandlung der Ochsengalle mit Natriumamalgam und Losung des
Riickstandes des Chloroformauszuges in Alkohol das sauere Hp.-spektrum.
Die Beziehungen des Hp. aus Galle zum Bilipurpurin miissen erst ge-
nauer geklirt werden Ich fand fiir Bilipurpurin aus Rindergalle das
alkalische Spektrum 652 bis 643 /611—588/577—562,;/535—?/. Dies
entspricht ungefahr dem spektroskopischen Befund von Mac Munns
Cholehdmatin: 649/613—585/577,,—hH61,,? /537—521,;?/. Loebisch
und Fischler (66) fanden es in Mengen von 0,01 in 1000 Rindergalle.
Der Dichroismus (im durchfallenden Licht dunkelrotviolett, im auffallen-
den dunkelsaftgriin) liess diese Autoren eine nahe Verwandtschaft des
als Anhydrit des Bilirubins aufgefassten Bilipurpurins mit Hp. annehmen.
Nach weiteren Untersuchungen von Marchlewski (71) und Fischer
(16) ist Bilipurpurin (= Choleh#matin) auch mit dem als Chlorophyll-
derivat aufzufassenden und im Kot von Pflanzenfressern vorkommenden
Phylloerythrin identisch.

Das aus dem Myoglobm der Skelettmuskeln darstellbare Porphyrin,
dessen Erforschung noch in den ersten Anféngen steht, bezeichnete ich
(1. c. p. 152) als Myohaematoporphyrin.

5. Leukoverbindungen.

Die nativen Hidmatoporphyrine sind oft teilweise oder zum grésseren
Teile in einem farblosen Zustande in ihren Medien vorhanden. Man
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kann hidufig beobachten, dass erst nach Zusatz von einigen Tropfen
Salzsdure zum Urin ein deutliches Spektrum auftritt. Ferner beobachtete
ich, dass eine iltere salzsaure Enterohp.-ldsung nach Zusatz einiger
Tropfen HCI sich lebhafter rot farbte und ein stirkeres Spektrum gab
Ferner habe ich schon frither beschrieben, dass ein spektroskoplsch in-
aktiver Urin nach lingerem Kochen unter Dunklerfarbung ein Hp.-
spektrum erkennen liess. Ein Befund, dass eine hellgelbhche Losung
beim Ausschiitteln mit Ather plstzlich eine Scheidung in eine lebhaft
rote Hp.losung und eine dunkelgelbe Losung mit Urobilinspektrum
zeigte, flhrte mich frither zu der Vermutung, dass ev. eine Ver-
bindung von Hp. und Urobilinoidin als Chromogen existiere. Fischer
(v. 95, p. 47) erwihnt, dass Leukoverbindungen des Porphyrins zu
,»Urobilin“ verharzen konnen. Das von Fischer (v. 97, p. 149) ge-
gebene Schema wiirde mit meiner Ansicht uberemstlmmen

Altere Autoren vermuteten die Existenz von Leukoverbindungen
im Urin (Riva, Eichholz, Saillet).

Verschiedenartig ist die Einwirkung  des Lichtes auf diese Stoffe,
indem einerseits unter Belichtung eine Umwandlung des Chromogens
in den Farbstoff erfolgen kann, andererseits das Hp. durch intensive
Belichtung schnell gebleicht wird.

Besonders das in Essigither befindliche Chromogen zeigt unter Be-
lichtung eine schnelle Hp.-bildung. Saillet (97) konnte aus dem Essig-
atherextrakt, nachdem dieser durch Ausschiitteln mit verdiinnter HCl
von Hp. befreit und dann der Sonnenstrahlung ausgesetzt war, noch
3mal soviel Hp. extrahieren; es war also im nativen Urin %/, des Hp.
als Chromogen vorhanden, das #hnlich wie das Urobilinogen durch Belich-
tung in den Farbstoff verwandelt wurde. Das Nachdunkeln des Hp.-
haltigen Urins im Lichte wurde mehrfach bestitigt [Schumm (94),
Fischer (14)] und ist teilweise auf Urobilinogen zu beziehen; es wurde
dabei aber auch die Neubildung von Hp. beobachtet.

Dass das Hp. selbst gegen Licht empfindlich ist, zeigen Beobach-
tungen von Fischer und Schumm. Hierauf und auf die Kalilicht-
reaktion [Schumm]| soll erst spiter eingegangen werden.

Um den Einfluss des ultravioletten Lichtes auf reines Uro-
himatoporphyrin zu studieren, bestrahlte ich eine Losung bekannter
Konzentration eines reinen, aus dem Methylester gewonnenen Préparates
mit der Kromayerschen Quarzlampe und Quarzstift. Die Losung be-
fand sich in einem Quarzreagenzglas. Die aus einer Stammlosung (mit
Spur NaOH) hergestellte Urohp.-losung 0,02:1000 zeigte deutlich die
4 Hauptstreifen des alkalischen Spektrums. Im ultravioletten Licht (Ab-
stand vom Quarzstift 1 cm) zeigte die Losung deutliche rote Fluores-
zenz, welche nach °/, Stunden nur noch im unteren Teile des Gefisses
zu sehen war. Nach 2!/, Stunden Bestrahlung, welche ohne jede Er-
wirmung erfolgte, war die Fluoreszenz verschwunden, die anfangs rot-
lich gefirbte Losung war vollig entfirbt und zelgte auch in 6 cm starker
Schicht keine Absorptionsstreifen ausser einem minimalen schmalen
Schatten bei 560. Um Uberfiilhrung in das Chromogen konnte es sich
nicht handeln; die Wiederbildung des Hp. konnte durch verschiedene
Prozeduren (Kochen, Salzséiurezusatz, Kal. permanganat + HCl, mehr-
maliges Filtrieren) nicht erreicht werden. Die Losung reagierte gegen
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Lakmus neutral, mit Ehrlichs Reagenz (p.-Dimethylaminobenzaldehyd)
trat keine Farbreaktion auf.

Wurde der Hp.-l6sung Schwefelammonium bis zur deutlichen Gelb-
farbung zugesetzt und mit Ather tiberschichtet, so war nach 2!/, Stunden
Bestrahlung bei gleicher Lichtintensitit die rote Fluoreszenz im U. V.-
Licht noch zu erkennen, ebenso waren die Absorptionsstreifen des alkali-
schen Spektrums mit unveréinderter Intensitdt sichtbar. Es scheint da-
her die Umwandlung und Bleichung des Hp. unter Belichtung durch
einen besonderen Oxydationsprozess zu erfolgen.

- Bei der Behandlung einer Hp.-losung mit meiner Magnesxum~
perhydrol-Eisessigprobe (,,Bilirubinprobe‘) erfolgt nach langerem Kochen,
wie frither erwihnt (1911, p. 135) Bleichung, und zwar eine irreversible
Verinderung.

Eine durch naszierenden Wasserstoff entfirbte Hp.-losung zeigt
aber nach Merunowicz und Zaleski (73) nach Filtration wieder
eine braunrote Farbung. Ubrigens ist es auffallend, dass manche re-
lativ schwach rot gefirbte Hp.-losungen ein unverhéltnisméssig starkes
Spektrum geben. [v. Zeynek (128) fiel es auf, dass eine durch H,O, ge-
bleichte, fast farblose Hp.-16sung noch ein sehr deutliches Spektrum gab.)

Die Leukoverbindung des Hp. gibt nach Fischer (18) mit p.-Di-
methylaminobenzaldehyd Rotfirbung und Hp.-Spektrum, wihrend diese
Ehrlichsche Probe bei Mesobilirubinogen intensiv positiv ausfillt.

Auch Zusatz von Kaliumpermanganat oder Ferricyankalium fithrt
die Umwandlung des Chromogens herbei. Schumm stellt die Probe
folgendermassen an: ,,Von zwei Proben (ca. 4—5 ccm) derselben Portion
Harn versetzt man die eine unter Vermeidung eines Uberschusses mit
einigen Tropfen einer passend verdiinnten Kaliumpermanganatlosung
und gibt dann zu beiden das gleiche Volum 25°%0 Salzsiure‘.

Fischer (18, p. 179) stellte'die Leukoverbindung des Urohp. nach
Zusatz von Natriumamalgam durch 3 Stunden langes Schiitteln in' einer
verkorkten Flasche dar (vollige Entfirbung); an der Luft erfolgte
schnelle Reoxydation. Bei Enterohp. erfolgte dieser reversible Prozess
langsamer, indem die Reduktion erst nach 6 Stunden langem Schiitteln
und ebenso die Reoxydation erst nach lingerer Zeit eintrat. Fischer
(v. 97, p. 149) erhielt ferner bei diesen Leukoverbindungen mit Zink-
azetat eine positive Fluoreszenzprobe mit scheinbar fir ,,Urobilin‘
charakteristischem spektroskopischem Befunde; die Zinksalze der be-
treffenden Hamatoporphyrine verhielten sich dagegen anders.

Beide von Fischer gewonnenen Leukoverbindungen sind in Ather
loslich. [Hémin gibt tibrigens nach Fischer und Bartholoméus (147)
mit Jodwasserstoff in der Kilte bei Gegenwart von Jodphosphonium
ein in Azeton und konz. HCl losliches, kristallinisches , Porphyrinogen‘
(CysH 3 N,O,), welches leicht in roten Farbstoff tibergeht.]

Auch das Mesoporphyrin gibt eine Leukoverbindung, welche nach
Merunowicz und Zaleski (73) 2 Sauerstoffatome weniger und 4 Wasser-
stoffatome mehr als das Mesoporphyrin enthalten soll.

Die Leukoverbindungen der Pyrrolfarbstoffe besitzen nach Fischer
(18) ganz allgemein die Fihigkeit, nach zwei Richtungen in Farbstoffe
iiberzugehen, indem sie bei der Oxydation ausser dem zugehdrigen
Farbstoff ein ,,Urobilin* geben. Hierauf beruht auch die von mir friiher
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beschriebene (1911, p. 93) Reaktion einer ,farblosen, spektroskopisch
inaktiven Hp.-Urobilinverbindung*.

Beztiglich der Lichtbleichung ist tibrigens nach Fischer (v. 96,
p- 310) das Enterohp. viel empfindlicher als das Urohp., ,indem seine
Losungen beiBelichtung nach vorhergehendem Umschlage in Griin schnell
ausbleichen, wihrend das Urinporphyrin relativ lichtecht ist.“ Diese
hohere Lichtechtheit des Urohp. sei &hnlich wie bei den Teerfarbstoffen
durch den Eintritt von noch 4 Karboxylgruppen bedingt.

6. Fluoreszenz und Spektralabsorption der Himatoporphyrine.

Die Hiamatoporphyrin-Farbstoffe sind fihig, Licht bestimmter
Wellenlingen zu absorbieren und zu fluoreszieren.

Rote Fluoreszenz von Hp.-losungen stellte Hoppe-Seyler
(1880] fest. Auch Gamgee (22) fand bei saueren Losungen von
Hp., die bis zur Farblosigkeit verdiinnt waren, rote Fluoreszenz, wenn
er im Dunkelraum einen Lichtstrahl durch das Gefiiss fallen hess Be-
zughch der Fluoreszenz hat das Hp. gew1sse Ahnlichkeit mit dem Chole-
zyanin, welches nach Stokvis (116) in neutraler blaugriiner oder stahl-
blauer Losung eine prachtvolle rote Fluoreszenz und in alkalischer Losung
3 Absorptionsstreifen zeigt, dessen Endprodukt Choletelin ferner dem
Urobilin sehr dhnlich ist. Am nativen Urohp. und Enterohp. stellte ich
1911 die dunkelrote Fluoreszenz fest.

Die Fluoreszenzeigenschaften des Hp. wechseln, je nach der Art des
Losungsmittels. Nach Dhéré (9) fluoreszieren Losungen des durch Dialyse
gereinigten Hp. in Séuren, Alkalien, wissr. Alkohol, kaum aber in Wasser.

Meine Ferrichlorid-Fluoreszenzprobe gibt oft einen auffallend
starken Ausschlag. Etwa 20 ccm Harn werden im kleinen Becherglas
mit HCl angesduert und mit einigen Tropfen verdiinnter Ferrichlorid-
losung versetzt. Zum Nachweis ist natiirlich eine giinstige Beleuchtung
wiinschenswert.

Wie ich bereits oben bei Schilderung eines Versuches erwahnte,
zeigt eine Hp.-losung im ultravioletten Lichte eine starke rote Fluores-
zenz, auch wenn die gewohnliche Rotfirbung der Losung durch die
gelbe Farbe des Schwefelammoniums verdeckt ist.

Nach Heller (43) gibt Hp. in sauerer Losung im U.V.-Licht orange-
rote Fluoreszenz, in alkalischer Losung karmoisinrote Fluoreszenz. Heller
glaubt durch verschiedene Versuche festgestellt zu haben, dass im all-
gemeinen der Eintritt verschiedener Metalle in das Molekiil organischer
Verbindungen die Fluoreszenz meist sehr abschwicht oder vollig authebt.

Auch im trockenen Zustande ldsst sich Fluoreszenz beobachten.
Bei Ausfillungen zeigt der dunkelbraune, flockige Hp.-Niederschlag einen
roten Schimmer. Friiher beschrieb ich das amorphe Hp. als ,im auf-
fallenden Lichte purpurn schimmerndes Pulver. Im ultravioletten
Lichte leuchten nach Heller trockene Hp.-Flecke ,mit grosser Stirke*.
Heller empfiehlt daher den forensischen Nachweis von Blut auf diesem
Wege (evtl. mit Luminiszenzmikroskop). Beim trockenen Methylester
des Urohp. konnte ich im ultravioletten Bande des Kadmiumspektrums
keine rote Fluoreszenz feststellen.

Bei (pathologischer) Hpurie zeigte auch der native Harn oft sehr
deutliche Fluoreszenz, besonders bei Beleuchtung in dem von mir ver-
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wendeten Spektroskopierrohr (S. 633). Hohe Konzentration und stérkere
Opaleszenz beeintrichtigen das Phénomen, welches iibrigens keineswegs
einen eindeutigen Hp.-Nachweis gestattet, da es auch andere rot fluo-
reszierende Korper gibt (s. auch S. 693).

Man kann daher nicht sagen, dass der Fluoreszenznachweis beziiglich der Identi-
fizierung der spektroskopischen Methode iiberlegen sei. Hedw. Langecker (61) extra-
hierte Urine von 70 Patienten nach Garrod und bestimmte die Fluoreszenz des salz-
sauren Alkoholextraktes (10 com aus 1 Liter Urin) im Bogenlampenlicht (Eisendocht-
kohlen); angeblich zeigten 93 9/, der Proben Fluoreszenz und nur 50 %o das Hp.-spektrum.
Bei minimaler Konzentration des Hp. muss in moglichst dichter Schicht spektroskopiert
werden. Eine quantitative Schiitzung suchte Langecker durch Verdiinnung des Al-
koholextraktes bis zum Verschwinden der Fluoreszenz zm erreichen. So fand sich
Fluoreszenz oft noch bei 2000-facher Verdiinnung des Extraktes, einmal (h#molytischer
Ikterus) sogar bei 25000-facher. Ahnliches schon G6izl (cf. 8. 732).

Die Lichtabsorption der Hamatoporphyrine wird durch die Spek-

_tralanalyse festgestellt.

Technik: Die spektroskopischen qualitativen Messungen werden
‘meist mit den {iblichen Handspektroskopen mit Wellenlingenskala
(die richtig eingestellt sein muss) ausgefiihrt. Die Verwendung mog-
lichst gleicher Licht-Art und -Stérke ist zu beachten. Dies ist bei Ver-
wendung eines grosseren Spektralapparates selbstverstdndlich. Besonders
exakte Messungen erzielte Schumm (105, 109) mit seinem Gitter-
spektrographen, welcher ,bei richtigen Versuchsbedingungen* die
Unterscheidung von Hp. und Mesoporphyrin ermoglichte. Die Farbstoff-
losung befindet sich in einem Spektraltrog, die Schichtdicke ist ge-
eignet zu variieren. Bei manchen Priparaten lasst sich der Nachweis
des Spektrums auch bei auffallendem Lichte erbringen. Der Nachweis
der Absorption im Ultraviolett [Gamgee (23), Lewin (64)] gelingt
photographisch, mit Platinzyaniir- oder Uranschirm.

Eine erfolgreiche spektrographische Untersuchung an Knochen-
schliffen ist nach Schumm (113) nur moglich, wenn die Knochen-
schliffe den Farbstoff dicht. eingelagert enthalten und dabei doch durch-
scheinend genug sind.

Gewebsschnitte lassen sich auch mikrospektroskopisch unter-
suchen. Ein mit Urohp. kiinstlich gefirbter Hautschnitt gibt mikro-
spektroskopisch ein deutliches Spektrum. (Ginther, 1. c. 1562, p. 186.)

Triilbungen der zu untersuchenden Losungen sind oft durch Zentri-
fugieren zu beseitigen, doch stdren zuweilen geringe Triibungen selbst
bei quantitativen Bestimmungen nicht.

Die Anwesenheit anderer Farbstoffe kann stéren und ist daher zu
beachten. Bei stark konzentrierten Urinen verhindert die diffuse Ab-
sorption, die vom kurzwelligen Ende aus fast das ganze Spektrum
iberschattet, die Untersuchung dickerer Schichten.

Durch die Isolierungsverfahren wird ja dieses Ubel behoben, die
erste Orientierung am nativen Urin wird aber, besonders auch bei
ikterischen Harnen erschwert. Fischer fand, dass die Absorptions-
streifen einer Losung von Enterohp. in Chloroform durch Hinzufiigen
von Bilirubin kaum noch zu erkennen waren und die rote Farbe des
Hp. von der gelben des Bilirubins vollig verdeckt wurde. Bereits ge-
ringe Mengen des intensiv gelb farbenden Bilirubins gentigen allerdings
die Rotfarbung einer Hp.-losung zu verdecken. Beziiglich des Ver-
schwindens der Absorptionsstreifen handelt es sich aber wohl um &#hn-
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liche Erscheinungen, wie bei meinen Beobachtungen. Eine fast neutrale,
ein intensives salzsaures Spektrum zeigende Enterohp.-losung (0,1/00)
wurde mit stark bilirubinhaltigem Harn 10fach verdiinnt. Diese nun
0,01%00ige Hp.-1osung hitte das Spektrum noch deutlich zeigen miissen,
es war aber bei 1,5 cm dicker Schicht der langwellige Teil des Spek-
trums bis 515 hell, ohne Absorptionsstreifen, das blaue Ende war durch
das Bilirubin stark verdunkelt; auch bei 4 cm Schicht nur Verschattung
ab 540. Es handelte sich also nicht um Verdeckung des Spektrums
durch Bilirubinabsorption, sondern um eine chemische Umlagerung,
welche durch Zusatz von 5 Tropfen konz. HCl wieder riickgingig ge-
macht wurde; es traten sofort wieder die Hp.-streifen auf, deren spektro-
metrische Bestimmung genau die der Verdiinnung entsprechende Kon-
zentration 0,01:1000 ergab. Wenn zu dieser 10fach verdiinnten Hp.-
losung vorher etwas HCl hinzugesetzt wurde, trat nach Bilirubinzusatz
das Verschwinden des Spektrums nicht ein (schon die Zugabe von !/10
Bilirubinharn machte starke Gelbfirbung, bei Verdiinnung der Hp.-19sung
mit Bilirubinharn 8a war das Spektrum noch deutlich).

Ich stellte fernerhin mit der Differenzmethode (Byk) fest, dass
bei Mischung von einer Urohp-losung mit einer Urobilinlgsung kein
sog. Meldeeffekt eintritt. Gereinigtes Urohp. sowohl, als Urobilin wurden
nach Losung in 10 °/0 HCl-Alkohol bei ganz schwacher Konzentration und
1 cm Schichtdicke getrennt spektroskopiert, dann wurden die Spektren
bei Hintereinanderschaltung der Troge (erst die Hp.losung, dann die
andere Losung der Lichtquelle néher) verglichen und schliesslich nach
Mischung aa der doppelt konzentrierten Losungen das Spektrum bestimmt.

Beziiglich Einzelheiten der é&lteren spektroskopischen Ergebnisse
sei wieder auf Kayser (49), Rost (95) etc. verwiesen. Dort sind auch
die Einzelheiten der Technik beschrieben.

Hier sollen beziiglich des spektralen Verhaltens der Hiédmatopor-
phyrine besonders die neuen, an reinen Préparaten gewonnenen Ergeb-
nisse von Fischer (18—20) und Schumm (111) berticksichtigt werden.
Hauptsichlich interessiert ihr Verhalten in schwach sauerer oder alkali-
scher, wiissriger Losung. Die folgenden Zahlen beziehen sich meist auf
Losungen von 20—25°, HCl und »/,, Lauge. Es sind in den .Tabellen
nur die Hauptabsorptionsstreifen beriicksichtigt worden. Die Zahlen
geben die ungefihre Breite der Bander nach uu, deren Mitte, oder
Absorptionsmaxima an.

sauere Liosung alkalische Lisung
Farbstoff Autor
1 | 11 I II 111 v -
Hp.-Nencki 593 550 614 563 535 501 Lewin 1907
596—588 | 557—541 | 621—613 | 577569 | 544—535 | 515—495 | Fischer 1916
Urohp. 596—588 | 567—589 | 618—608 | 572,,—552,; | 542529, | 509,.—486 | Giinther 1911
. (p. 136)
598—B90 | 558,,—544 | 613-608 | 577-565 | 542—532 | 511—496 Fisgh,, 1916
(~b52)

Euterohp. 596—588 | b565—541 619—614 577—560 541527 505—496 | Fischer 1916
595-589 | 554—584 615—° 579—567 543532 512—498 | Giinther 1920

Meso- 596—589 | 685—B40 | 619—612 | 575—658 | 546-536 | 517—495 | Fischer 1916
porphyrin
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Die wichtigen Untersuchungen O. Schumms (111) mit dem Gitter-
spektrographen (unter Beriicksichtigung der Absorption im ultravioletten
Teile des Spektrums) oder mit dem Gitterspektrometer ergaben fiir die
wassrigen Losungen in 25%, HCl, resp. »/,, Kalilauge die in der folgenden
Tabelle verzeichneten Absorptionsmaxima. Die ersten 3 Kolumnen be-
ziehen sich auf die salzsauren Losungen.

I I VI 1 Im | I Iv
Urohp. (rein) . . . . 597,1 | 554,1 | 410,7 | 611,38 559,83 5384 501,8
Enterohp. (rein) . . . 598,6 | 550,2 | 405,8 | 617,56 565,56 538,3 503,83
Hp.-Nencki . . 595,6 | 551,7 | 407,5 | 618,56 566 541 504
Mesoporphyrin (Neuckl) 592,8 | 549,7 | 404,7 | 629,617 | 584,574 | 548,526 | 506,5
Phylloporphyrin . . . 5933 | 550 404,2 .

Die Spektren der Methylester der Hédmatoporphyrine gleichen im
allgemeinen denen der Hamatoporphyrine. Fiir die reinen Methylester
in Chloroformlosung fand Fischer die in der folgenden Tabelle ange-
gebenen Zahlen. Ausserdem fand sich noch zwischen I und II ein
schmaler Schatten.

I ( II | III } 1v
!
Urohp.. . 629—620 583—565 5839527 512—491
Enterohp. 624—616 579—561 537—526 510—487
|

Es ist zu beachten, dass auch das Uro-Hp. in Chloroform ein ziemlich
ibereinstimmendes Spektrum (mit einem Schatten zwischen I und II)
gibt, wie aus den von mir 1911 (L. c. p. 135) fiir ein aus dem Urin
gewonnenes gereinigtes Hp.-Priaparat in Chloroformlésung angegebenen
Zahlen hervorgeht: 626—620,9 /(583—b574)/574--565 /539—527,5 / 510,8
—-485,8/.

Wichtig ist der spektrographische Nachweis eines Absorptions-
streifens im ultravioletten Teile des Spektrums. Gamgee (1896) fand
selbst bei bis zur Farblosigkeit verdiinnten sauren Losungen von Hp.
ein intensives Absorptionsband zwischen h und H (also etwa bei 403),
welches sich bei stirkerer Konzentration bis K und noch weiter iiber
das kurzwellige Ende erstreckt.

Dieser Violettstreifen ist ein charakteristisches Merkmal aller Blut-
farbstoffe und deren Derivate, sowie der Hamatoporphyrine. Er findet
sich nach Lewin, Miethe und Stenger (63) auch im scheinbar blut-
farbstoff-freien Serum, sowie in stark verdiinnten Héamoglobin-
losungen, bei denen die Hauptstreifen im sichtbaren Spektralteile nicht
mehr erkennbar sind; auch bei Hp. fand sich ein Streifen bei 404 u u.
Die von Schumm bestimmten, hierher gehorigen Werte sind in
obiger Tabelle in der 3. Kolumne verzeichnet.

Die Hp.-Spektren werden durch Erhohung der Saurekonzentration
nach Rot, der Alkalikonzentration nach Blau verschoben [Garrod (25)].
In Pyridin gibt Hp. alkalisches Spektrum [Thomas (123)]. In Ather,
Chloroform, Amylalkohol, Benzol [Giinther (33)] zeigt Uro-Hp. stets ein
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dem alkalischen #hnliches Spektrum, oft finden sich nur ausser den sehr
intensiven Bi#ndern noch andere schmale (starke oder schwache) Streifen.
Die Distanz der Absorptionsbiéinder ist ausserdem nach dem roten Ende
zu etwas erweitert. Blausiure hat keinen Einfluss auf das- spektrale
Verhalten der Hamatoporphyrine [Lewin (64)].

Die einzelnen Hamatoporphyrine zeigen minimale spektroskopische
Differenzen. Harris (40) meinte, dass der erste Streifen des Urohp.
relativ schwicher als bei Hp. sei. Saillet (97) glaubte in Ather
das Spektrum des Urohp. von dem des Hp.-Nencki unterscheiden zu
konnen. Der Violettstreifen des Urohp. liegt nach Schumm etwas
mehr rotwérts als der des Hp.-Nencki. Das 'von Zaleski (126) ge-
wonnene Mesoporphyrin unterschied sich nur durch eine minimale Ver-
schiebung aller Absorptionsstreifen nach dem kurzwelligen Ende zu.

Besonders hervorzuheben ist die Ahnlichkeit der Spektren der
Metallverbindungen (,metallisches Spektrum‘) mit dem des Oxy-
hdmoglobins und des Muskelfarbstoffs (Oxymyoglobin). Das metallische
Spektrum der ,,Zinkverbindung* wurde zuerst von Mac Munn (68) be-
schrieben. Es seien zunichst einige -Vergleichswerte zusammengestellt.

Oxy-Hémoglobin . . .| 589—577 556—536 Ziemke-Miiller 1901
579 542 415 Lewin 1907
Oxymyoglobin . . .| 592—575 55656—535 Giinther 1920
Hp. mit Zn(,l,—}—NH, .| 586—570 552—533 Gtarrod 1893
577,2 541,5 Schumm 1916
Hp. mit Zinkazetat . -. 575 539 407,387 " 1911
Enterohp (ZnCls + NHy) 575 538,56 ”

Beim komplexen Zinksalz des Methylesters von Urohp. und En-
terohp. fand Fischer das Spektrum 575—565 /550 —540.

Besondere Absorptionserscheinungen treten bei der bereits erw#hnten Brom-
reaktion (S. 611) auf. Das charakteristische Merkmal bildet der von Arnold (1) be-
schriebene brerte, intensive Streifen im Rot bei 650—636. Die Reaktion wurde von
Marchlewski (71) anch am Phylloporphyrin und Mesoporphyrin studiert urd ergab
Unterschiede. Schumm (108) untersuchte in dieser Beziehung die Chlorhydrate von Hp.-
Nencki und Mesoporphyrin und fand dabei deutliche Unterschiede. Wenn map von den
»komplizierten Erscheinungen im mittleren Teile des Spektrums absieht und besonders
die Absorptionsstreifen im Rot und Blaugriin beobachtet, so zeichnet sich das Hp.-Nencki
durch die wesentlich stirkere Entwicklung dieser Streifen aus. Dazwischen finden sich
nur breitere oder schmale Schatten. So ergab z. B. eine Untersuchung etwa folgende
Lagen der Streifen: Hp. 685,; (breit), (606), (588), (525), 495 ; Mesoporphyrin 635 (schmal),
(616), (498). Schumm schligt daher vor, zum Vergleiche die zu untersuchenden
Lésungen durch Alkoholzusatz auf etwa gleiche Intensitiit der Absorptionsstreifen zu
bringen und dann allmihlich gleiche Mengen Bromwasser zuzusetzen.

Dass unter Belichtung von Hp.-losungen Anderungen der Firbung
auftreten, wurde bereits erwihnt. Dabei kann sich auch das Spektrum
verindern. Hp. in alkalischer Losung (KOH) ldsst nach Schumm (108,
bei intensiver Belichtung mit einer Nernstlampe allmahlich einen Streifen
im Blau bei 461 erkennen. Spiter stellte Schumm (111, p. 155, 163, 170)
fest, dass bei dieser Kali-Lichtreaktion Kaliumhydroxyd ent-
haltende Losungen von Urchématoporphyrin einen Streifen im Blau
bei 462,s bilden, ehe ein Farbumschlag sichtbar wird. ,,Unter allméhlichem
Stirkerwerden des Blaustreifens und Schwicherwerden der iibrigen vier
Streifen verblasst die rote Farbe und geht endlich in Gelb iiber. Diese

Lubarsch-Ostertag, Ergebnisse. XX. Band. I. Abteilung. 40
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Umwandlung erfolgt um so schneller, je mehr das Sonnenlicht einge-
wirkt hat.“ Das verschiedene Alter der Préparate hatte auf die Schnellig-
keit der Reaktion einen Einfluss. Die Verinderung des Spektrums trat
aber schon im zerstreuten Tageslicht auf; nach Zusatz von Salzsiure
bildet sich immer das gewdhnliche salzsaure Spektrum. Zunahme der
KOH-Konzentration beschleunigt die Reaktion. Das reine Enterohp.
zeigt bei dieser Reaktion einen breiten, nach Violett nicht deutlich ab-
gegrenzten Streifen auf 459, der viel weniger deutlich als beim Urohp.
ausgeprigt ist; auch tritt der Streifen ,nicht so leicht* auf.

Kann nun diese Reaktion nur bei Anwesenheit von Kalium zu-
stande kommen? Ist ferner unbedingt die Einwirkung von Lichtstrahlen,
ev. einer bestimmten Wellenldange, notig? Die Reaktion tritt auch bei
Anwesenheit von NaOH anstatt Kalilauge ein. Ausserdem beobachtete
ich einen Vorgang, welcher die unbedingte Notwendigkeit der Strahlen-
wirkung in Frage stellt.

Eine schwach rotviolette, durch NaOH schwach alkalische Losung
von reinem aus Methylester dargesteliiem Urohp. mit dem Spektrum
616—605 / 573—5b4 [ 54T—529 [ 518—491,5 [ (472—456), welche in stirkerer
Konzentration schon lingere Zeit im Dunkeln gestanden hatte und bei
der aber der Streifen im Blau schon schwach angedeutet war, wurde
aus ihrem Glasgefiiss in einen Spektroskopiertrog umgegossen und zeigte
dabei eine plotzliche Verwandlung der Firbung in Griin-Gelb mit inten-
siver roter Fluoreszenz und dem Spektrum 595 - 568 /542—-531 | 478 —
449 /420 =. Nach 2 Tagen und ebenso nach 8 Tagen fanden sich die
Spektralstreifen 615—608 / (591—555) / 54d — 535 / 512—498 / 476—452 /
420 =. Die Farbe der Losung wurde allmihlich wieder mehr rot. Zu-
néichst waren also plotzlich Streifen I und IV des alkalischen Spektrums
verschwunden, diese traten aber spiter wieder auf. Das spitere Spek-
trum entsprach dem der ,Kali-Lichtreaktion“. Die Ursache der plotz-
lichen Verwandlung war leider nicht festzustellen. Es miissen sich an
der Glaswand des durch Wassersplilung gereinigten Troges Spuren
irgend eines Stoffes befunden haben, welche die besondere Wirkung
ausiibten und durch nochmaliges kréftiges Ausspiilen noch nicht ganz
entfernt waren, da dieselbe Reaktion bei der folgenden Fiillung noch
einmal auftrat. Verschiedene Stoffe, welche in Frage kommen konnten,
wurden ohne Ergebnis untersucht.

Wiarmespektrum. Ob das sogenannte ,,metallische Spektrum*
wirklich nur durch die ,,Verbindung* mit dem betreffenden Metall, speziell
mit Zink, hervorgerufen wird, bedarf noch einer genaueren Untersuchung.
Ahnliche Verinderungen, resp. Umlagerungen, konnen jedenfalls auch
ohne Einwirkung von Metallen eintreten.

Schon nach langem Kochen einer schwach alkalischen Losung von
Urohp. kann das Spektrum auftreten. Saillet (97) beschrieb 'dabei
das Verschwinden der beiden #usseren Streifen des Spektrums und das
Auftreten eines dem O,—Hb.-spektrum #hnlichen Befundes, also des
sogenannten ,metallischen Spektrums*‘. Dieses ,hémochromogéne sans
fer‘ bildet sich nach Zusatz von einigen Tropfen Salzsiure wieder in
das gewohnliche Urohp. mit salzsaurem Spektrum um; nach sehr langem
Kochen beobachtete Saillet das Ausfallen des , hémochromogéne



Versnderlichkeit- d. Farbe u. d. spektrosk. Kigenschaften d. Hp. Warmespektrum. 627

sans fer in roten kleinen Flocken; der Stoff war in Alkobol und Eis-
essig loslich, in Mineralsduren, Ather, Chloroform, Essigither unlgslich.

Dass auch der native, hidmatoporphyrinhaltige Harn ein ,metal-
lisches Spektrum‘ zeigen kann, sahen schon #ltere Beobachter (Neusser,
Stokvis, Garrod, Hammarsten). Nach Garrod (26) soll beson-
ders das den Uratsedimenten ‘anhaftende Hp. bhiufig dieses Spektrum
zeigen ; dieses ,, Vorstadium* sei in heissem Alkohol, in Amylalkohol und
Chloroform loslich. Der Autor warnt dabei vor Verwechslung mit dem
den Uratsedimenten fast stets anhaftenden Uroerythrin, welches zwar
im Zustande der Adsorption spektroskopisch nur ein Band 589-— 543
zeigt, in freiem Zustande aber (nach Zoja) die Bander 550 —525 /510
— 484. Die Differenzen in der Lage der Binder sind so gross, dass
eine Verwechslung kaum vorkommen kann. Auch ich habe kiirzlich
in zwei Fillen akuter Hématoporphyrie das h#ufige Vorkommen dieses
Spektrums im nativen, frischen Urin festgestellt. Die Lage der Bander
war: H83—H67 [ 547—528 mit geringen Schwankungen beim einen Fall,
beim anderen fast stets 586—570/545—532/520 =. Nach Zusatz von
Salzséure trat das gewohnliche sauere Spektrum auf.

Ich kam bald zu der Uberzeugung, dass fiir das Entstehen dieses
Spektrums besonders die W irm estrahlung in Frage kommt. Der Ein-
fluss der Wirme liess sich durch spezielle Versuche demonstrieren.

Wurde eine ganz schwach alkalische (NaOH) Losung von Urohp.
24 Stunden lang in den Brutschrank (39°% gestellt, so trat das ,Wéarme-
spektrum* 585—b66/547--529 ein, nicht dagegen bei dem in Zimmer-
temperatur befindlichem Kontrollpriparat.

Aber schon die Wirme heisser Sommertage gentigte, dass Pripa-
rate von Urohp. im lichtdichten Schrank nach 8 Tagen ihre Farbe und
Spektrum verinderten. Es war ausserdem Gelbfirbung und der Blau-
streifen -aufgetreten. In starker Schicht zeigte die gelbbraune Losung
einen gleichmissigen Schatten, in 1 em Schicht das Spektrum: 585 —
568 /546 —b528 | 472—451 /; (das letzte Band sehr stark). Zusatz von Eis-
essig bewirkt Umschlagen der Farbe in schwaches Rot und Abschwi-
chung der Streifen ohne Lageverinderung. Wurde nun dazu etwas
Salzsiiure gesetzt, so zeigte die Losung die normale rotviolette Farbe
des Urohp. mit dem starken, saueren Spektrum 596—590 / 556-—540.
Nach Alkalisieren mit NaOH bildete sich das normale alkalische Spek-
trum 622-618/ 582——560/548—532/514 494/. Durch nochmaligen
2 Tage langen Aufenthalt im Brutschrank (38—39°) bildete sich wieder
das Wirmespektrum 585—566 / 549—528 ohne Blaustreifen aus. Weiterer
10 Tage langer Aufenthalt im Brutschrank hatte keine Anderung des
Spektrums zur Folge. Auch durch Kochen trat keine Anderung ein

Durch. andere Substanzen kann die Bildung des Wirmespektrums
gehemmt werden. So beobachtete ich bei Versuchen, die spiter noch
eingehender erortert werden, mit Glyzerinextrakten aus entbluteter Meer-
schweinchenleber folgendes: Urohp. in schwach alkalischer Losung wurde
mit Leberglyzerinextrakt im Brutschrank (39°) angesetzt, sowie als Kon-
trolle nur Urohp. + Glyzerin. Nach 48 Stunden zeigte das Leberpri-
parat das unverdnderte Hp.-spektrum, die Kontrolle aber das Wirme-
spektrum 583565 /547—530. Wurde zur Kontrolle Eisessig hinzu-
gefiigt, so verwandelte sich die Purpurfarbe in Gelb bei unveridndertem

40%
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Wirmespektrum; der Farbstoff loste sich mit Purpurfarbe und unver-
andertem Spektrum in Ather, aus diesem liess er sich mit verdiinnter
Kalilauge mit unveréndertem Spektrum extrahieren. Dieses Wirmespek-
trum trat nicht auf, wenn Urohp. mit Glyzerin zusammen 24 Stunden
lang bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde; nach 48 Stunden war
nur der Streifen in Rot etwas schwiicher. Plotzliches Erhitzen bewirkte
auch keine Anderung. Dagegen war das Spektrum vorhanden, nach-
dem dieselbe Losung sich 24 Stunden lang im Brutschrank befunden
hatte.

Der Blaustreifen bei 460 war auch am reinen Urohp.-préparat,
welches in ganz schwach alkalischer Losung (NaOH) im Dunkeln auf-
bewahrt wurde, zu sehen. In einem anderen Préparat war der Streifen
sehr stark und, nachdem der Streifen bei 530 durch Verdiinnung schon
verschwunden war, noch in doppelter Verdiinnung sichtbar.

Ein ,,Altern*, resp. Umlagerungen, sind sonst bei Himatopor-
phyrinen, besonders bei trockenen Priparaten, nicht beobachtet worden.
Diese Frage ist insoforn naheliegend, als es bekannt ist, dass Blutfarb-
stoffe mit zunehmendem Alter geringeres Absorptionsvermégen haben.
So konnte Lewin (64) bei einer 29 Jahre alten Blutprobe mit gewdhn-
licher Spektroskopie keine Absorptionsstreifen nachweisen, spektro-
graphisch aber noch den Violettstreifen. Aus dem Blute des Beresowka-
Mammut konnten Lewin, Miethe und Stenger (63) keine Ab-
sorptionsstreifen feststellen, mit H,SO, kein Hp. erhalten. Eine Ver-
minderung des Absorptionsvermégens von Hp.-lésungen im Lauf der
Zeit, ohne die oben erwihnten Verinderungen, wurde nicht beobachtet.
Bei einem 8 Jahre alten, allerdings trocken aufbewahrten Urohp.-pri-
parat fand ich keine Verinderung des spektralen Verhaltens. Aber
auch bei Losungen bekannter Konzentration liess nach 1—2 Jahren die
spektrometrische Bestimmung keine Abnahme der Konzentration er-
kennen. Die Moglichkeit der Umwandlung in Leukoverbindungen ist
allerdings zu berticksichtigen. Bei einer lingere Zeit aufbewahrten ganz
schwach salzsauren Losung von Enterohp. war dies in geringem Grade
bemerkbar. Schumm (111) fand bei seiner ,,Kali-Lichtreaktion* Unter-
schiede im zeitlichen Eintritt der Reaktion, indem sie bei frisch aus
dem Harn bereiteten Priiparaten nicht so schnell eintrat.

Wenn es sich bei physiologischen und klinischen Untersuchungen
um sehr geringe Farbstoffmengen handelt, so ist die Spektroskopie die
einzige Methode, um mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit den Nachweis
zu filhren. Bandlage und der Unterschied zwischen sauerem und alka-
lischem Spektrum der rot fluoreszierenden Losung sind bei Unter-
suchungen in geeigneter Konzentration typische Merkmale, ausserdem
kénnen noch als Hilfsreaktionen die Bromreaktion, der Blaustreifen und
das Wiarmespektrum untersucht werden. Die spektroskopische Unter-
scheidung der einzelnen H#matoporphyrine untereinander ist schon
schwieriger; Hinweise darauf finden sich in obigen Darlegungen.

Die Verwechslung mit Spektren anderer physiologisch moglicher
Farbstoffe ist kaum zu befiirchten. Wenn die Anwesenheit von Hémo-
globinderivaten in Betracht kommt, ist das 4bandige Spektrum des neu-
tralen Methdmoglobins und des saueren Hamatins in alkoholischer
Losung in Erwiégung zu ziehen; ausser den iiblichen Blutproben ist



Spektrophotometrie und Absorptionsverh#ltnisse des Hp. 629

noch die spektroskopische Untersuchung nach der Einwirkung von
(NH,), S dienlich.

Bei Stuhluntersuchungen ist besonders die Anwesenheit von Phyllo-
erythrin (Bilipurpurin, Cholehdmatin) zu beachten. Das alkalische Spek-
trum dieses Stoffes bestimmte ich frither zu 6562—643 /611588 /577
— 569,5 /535 — ?. Das Spektrum der kirschroten, nicht fluoreszierenden
Chloroformlésung wird so angegeben: 642—640/606—581 /577—557 /
536—515. Fiir Bilizyanin kann man nach den Angaben von Heyn-
sius und Campbell (Pfliigers Archiv 4, p. 540) folgende Zahlen
berechnen: sauere Losung I. Stadium 624—546, II. Stadium 616 -- 595,
578—557/512—496 /=; neutrale Losung 671644 /605—587 /560—
543 /=; alkalische Losung 1. Stadium 666—632 /598 —5382 /521 =,
IL. Stadium 657—630 /589 — 581/521—499 /=. Fir Phylloporphyrin
werden in Ather folgende Binder angegeben (Willstatter): 633,
— 629,56 /624 — 620/ 606—602 / 597 — 569 / 569 - 565 [ 543,5 — 5235 / 517
—481 5.

Die Lichtabsorptionserscheinungen der Hématoporphyrine gestatten
ferner quantitative Bestimmungen.

Beziiglich der physikalischen Methode der Spek trophotometrie
mit ihren besonderen Apparaten muss auf die einschligige Literatur
[Kayser (49)] verwiesen werden. Bei diesem Verfahren spielt die Fest-
stellung gewisser Konstanten eine Rolle.

Das Absorptionsverhéltnis (= Verhiltnis von Konzentration
zum Extinktionskoeffizient) beim Hp.-Nencki in sauerer Losung wurde
von Nicole (82) fiir das erste Band zu 0,0001609, fiir das zweite zu
0,00006087 bestimmt. Hieraus lidsst sich der Quotient der beiden Ex-

tinktionskoeffizienten, namlich das Extmktmnsverhhltms—— zu 2,64 be-

rechnen. Biirker (5) bestimmte bei einem aus Hamoglobm herge-
stellten Hp. in schwacher Kalilauge den Extinktionskoeffizienten &' im
Wellenléingenbereicb 534—542 und' e bei 556,6—564,5; diese Lage ent-
spricht ungefihr den beiden mittleren Bindern des Hp.-Nencki. Er be-
rechnete hierbei das Extinktionsverhiltnis 1,11, fiir den Farbstoff in
sauerer Losung zu 0,76. Biirker weist darauf hin, dass man je
nach der Art des Losungsmittels, der Temperaturhshe und dem Disso-

ziationsgrade des Farbstoffes Anderungen des Verhiiltnisses —:;— erhiilt; die

Untersuchungen miissen daher unter moglichst gleichartigen Bedingungen
vorgenommen werden.

Wenn die Konstanten bekannt sind, lisst sich also bei der nétigen
Ubung in der Technik die Konzentratlon des Farbstoffes bestimmen.

Es gibt aber noch ein anderes Verfahren, welches ohne die Not-
wendigkeit kostspieliger Apparate die quantitative Bestimmung mit einer
fiir klinische Zwecke gentigenden Genauigkeit gibt. Man kann fiir einen
in bekanniem Losungsmittel befindlichen Stoff diejenige Schichtdicke
bestimmen, bei welcher ein bestimmter Absorptlonsstrelfen bei spektro-
skopischer okularer Beobachtung unter Verwendung einer bestimmten
Lichtintensitit gerade verschwindet, resp. wieder erscheint (arithmetisches
Mittel).
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Frither suchte man dasselbe zu erreichen durch Verdiinnung der
zu untersuchenden Losung bei gleicher Schichtdicke. Saillet (97) stellte
den dunkelsten Streifen des Hp. in salzsaurer Losung (556—544) bei
15 mm Schichtdicke ein und verdiinnte solange mit Wasser, bis der
Streifen eben noch sichtbar war; diese Verdiinnung soll einer Hp.-kon-
zentration von 45,5 mg:1000 ccm entsprechen. Neubauer (81) fand
aber bei gleichem Verfahren, dass diese Konzentration hochstens 4,5 mg
betragen konne. Es ist natiirlich notwendig, dass derselbe Beobachter
die Aichung seines Apparates unter bestimmten Versuchsbedingungen
mit einer genau bekannten Losung vornimmt. Es muss also ein ganz
reines Priparat in genau bestimmter Konzentration bei bestimmtem
Sdure- oder Alkaleszenzgrad der Losung bei .bestimmter Lichtintensitit
zur Untersuchung kommen. Ferner sind mindestens 6 Ablesungen
(3mal das Verschwinden und 3mal das Wiedererscheinen des in be-
stimmter Spektralregion liegenden Streifens) zur Feststellung des arith-
metischen Mittels notig.

Die Verdiinnungsmethode hat ausser der Umsténdlichkeit den Nach-
teil, dass der Siure- resp. Alkaleszenzgrad der Losung und ev. der
Losungsgrad des Farbstoffs verdndert wird, so dass sowohl Lage als
Intensitit des Absorptionsstreifens Variationen erleiden kann. Es ist
daher praktischer, bei unverinderter Losung die Schichtdicke des Glas-
behilters zu variieren. Hierfiir gibt es verschiedene Moglichkeiten.
Mir hat sich folgendes Verfahren bewéhrt.

Als Glasbehilter dient ein dreieckig-rechtwinkliger Trog, dessen
eine Kathete in der Lichtung die Linge 100, die andere die Lénge

20 mm hat. Mittels einer Metallhiilse ist {iber der

Licht langen Kathete eine Millimeterskala befestigt. Ge-

i niigend enger vertikaler Spalt von Spektralapparat
_und Lichtquelle, letzterer genau in der Langsachse

T ']! des Kollimators orientiert. Die Lagebeziehungen
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