Beitrag zur Kenntnis des Oxyhamoglobins verschiedener
Tierarten.

. Mitteillung.

Von
Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu (Bukarest).

Mit einer Tafel.

(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 4. Mérz 1909.)

Es ist eine auffallende Tatsache, dal das Hamoglobin
des Pferdeblutes einen sehr hohen Gehalt an Histidin besitzt.
Vorlaufige Untersuchungen Uber den Gehalt des Oxyhamo-
globins vom Hunde und vom Rinde an Histidin ergaben eben-
falls hohe Werte, und es scheint, dal} eine den Hamoglobin-
arten der Saugetiere gemeinsame Eigenschaft vorliegt. Nun
zeigt der Bau des Histidins Beziehungen zur Gruppe der Purin-
substanzen und damit zur Klasse der Nucleinsauren, d. h. zu
den Kernsubstanzen. Der Gedanke war nahe liegend, dal}
der hohe Gehalt des Oxyhamoglobins der kernlos gewordenen
roten Blutkorperchen der Saugetiere gewissermal3en eine Re-
miniscenz an die ehemals vorhandenen Kernsubstanzen dar-
stellt, ja man konnte sogar vermuten, dall das Hamoglobin
mit Hilfe seines hohen Histidingehaltes die Funktionen der
Kernsubstanzen in gewissem Umfange Ubernimmt. Die Frage
nach der Bedeutung des Histidins in dem erwahnten Sinne mulite
sichdurchdie Feststellung des Gehaltes des Hamoglobins von Tieren
mit kernhaltigen roten BlutkOrperchen an dieser Aminosaure be-
antworten lassen. Wir konnen gleich erwahnen, dal} die eben
angefthrten Vermutungen nicht zutreffen. Auch die roten Blut-
korperchen der Vogel enthalten viel Histidin. Es scheint, dal3
der hohe Gehalt an dieser Aminosaure eine Eigentimlichkeit
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aller Hamoglobinarten darstellt. Wir werden diese Frage noch
weiter prifen. Es seien im folgenden die erhaltenen Mengen
an Histidin angefihrt.

In 100 g bei 100° getrockneten roten Blutkorperchen
aus Pferdeblut fanden wir 5,3 g Histidin, ferner 2,8 g in 100 g
analog behandelter roter Blutkérperchen des Huhns und 2,5 g
In 100 g Entenblutkorperchen. In 506 g vom Serum durch
Zentrifugieren befreiten roten Blutkorperchen der Gans fanden
wir 3,62 g Histidin. In diesem Falle war der Blutkdrperchen-
brei nicht getrocknet worden. Es lassen sich diese Zahlen
nicht ohne weiteres unter einander vergleichen, weil einmal
der Hamoglobingehalt der Blutkorperchen und daher die Menge
des verarbeiteten Hamoglobins nicht genau bekannt war, und
ferner auch die Ubrigen Proteine der Blutkorperchen Histidin,
wenn auch in viel geringerer Menge, enthalten. Eine auf eine
anndahernde Berechnung des Hamoglobingehalts der einzelnen
Blutarten sich stitzende Bestimmung des Histidingehaltes pro
100 g Hamoglobin gab fur alle Blutarten annahernd gleiche
Werte. Ganz exakt wird das gestellte Problem erst durch die
Ausfiihrung der Hydrolyse der einzelnen isolierten Hamoglobin-
arten zu beantworten sein.

Was die Darstellung des Histidins aus den Blutkorperchen
der einzelnen Blutarten anbetrifft, so ist folgendes zu bemerken.
Das frische, defibrinierte Blut wurde durch Zentrifugieren und
dreimaliges Waschen mit isotonischer Kochsalzlosung maoglichst
vom Serum befreit. Der Blutkorperchenbrei wurde zunachst
auf dem Wasserbade und dann bei 100° bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. Nun hydrolysierten wir die trockene,
braunschwarz gefarbte Masse durch sechsstlindiges Kochen mit
der dreifachen Menge rauchender Salzsaure, dann wurde die
Hydrolysenflussigkeit filtriert und unter vermindertem Druck
DIS zur Trockene eingedampft. Die weitere Verarbeitung auf
Histidin erfolgte In der Ublichen Weise. Wir haben jedesmal
festgestellt, ob Histidinmonochlorhydrat oder -dichlorhydrat
vorlag und zwar durch Bestimmung des Zersetzungspunktes
und des Chlorgehaltes. Zuerst schied sich das Histidinmono-
chlorhydrat aus.
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Wir haben ferner versucht, die Frage nach dem Phos-
phorgehalt des Oxyhamoglobins aus Yogelblut zu ent-
scheiden. Bekanntlich ist stets Phosphor im Vogeloxyhdmo-
globin aufgefunden worden. Dall der Phosphor dem Oxyhamo-
globin als solchem nicht zukommt, sondern vielmehr durch eine
Verunreinigung mit nucleinhaltigern Material bedingt ist, hat
bereits Y. Inokol) sehr wahrscheinlich gemacht. Es gelang ihm,
einmal aus Gansebluthamoglobin Adenin zu isolieren, und
ferner nach Zusatz von Nucleinsdure zu Oxyhamoglobin aus
Pferdeblut phosphorhaltiges Oxyhamoglobin zu gewinnen. Es
schien uns der Mihe zu lohnen, die erwahnte Frage nach dem
Phosphorgehalt des Oxyhamoglobins aus Vogelblut durch direkte
Versuche zu entscheiden, d. h. zu versuchen, moglichst phos-
phorfreie Oxyhamoglobinkrystalle zu gewinnen.

Wir haben zu unseren Versuchen das Oxyhamoglobin aus
Ganseblut gewahlt. Es ist uns gelungen, eine groliere Menge
von Krystallen darzustellen, und zwar verwendeten wir im Prinzip
die alte Hopp e-Sey ler sehe Methode. Die roten BlutkOrperchen
wurden aus ganz frischem, geschlagenem Ganseblut mdoglichst
gut durch Zentrifugieren und Waschen mit isotonischer Koch-
salzlosung vom Serum befreit. Dann erwarmten wir den Blut-
korperchenbrei mit der zweifachen Menge Wasser auf 37°.
Es traten gallertige Klumpen auf. Die warme LoOsung wurde
nunmehr filtriert, abgekihlt und mit Ather geschittelt. Oft trat
nun nochmals Abscheidung von gallertigen Massen ein. ES
wurde nochmals filtriert, dann das Filtrat in Eis gestellt und
nunmehr tropfenweise unter fortwahrendem Buhren 1U Volumen
90°/oigen Alkohols zugegeben. Auch der Alkohol war aufQOl
abgekudhlt. Oft erfolgte nach kurzem Stehen in einer Kalte-
mischung (ca. 10—15°) Krystallisation, oft schieden sich neben
Krystallen auch amorphe Massen ab. In letzterem Falle ist es
vorteilhaft, das Gemenge nochmals auf 370 zu erwarmen und
zu filtrieren. Je vollstandiger all diese offenbar hauptsachlich
von den Kernen der roten Blutkorperchen herrtihrenden Massen

f) Y. Inoko, Einige Bemerkungen Uber phosphorhaltige Blutfarb
Stoffe. Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S, 57, 1894,
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entfernt werden, um so reinere Krystalle von Oxyhamoglobin
erhalt man. In genau der gleichen Weise lassen sich auch relativ
leicht Krystalle von Oxyhamoglobin aus Huhner- und Entenblut
gewinnen. Das Umkrystallisieren erfolgte durch Losen der Kry-
stalle In 2 Volumen Wasser von 37° und Wiederholung des
Zusatzes von U VVolumen Alkohol unter den gleichen Bedingungen,
wie vorher. Das Absaugen der Krystalle mul3 beil niedriger
Temperatur vorgenommen werden. Am besten stellt man die
Saugflasche mit der Nutsche In eine Kaltemischung. Die fol-
genden Tafeln geben die Form der erhaltenen Krystalle von
Oxyhamoglobin aus Ganseblut wieder. Gleichzeitig bilden wir
noch einen groflen, sechsseitigen Krystall ab. Diese Form trat
In grollen Massen in Oxyhamoglobinlosungen auf, die langere
Zeit aufbewahrt worden waren. Es handelt sich vielleicht um
Hamoglobin- oder Methamoglobinkrystalle.

Die Oxyhamoglobinkrystalle sind in Wasser sehr leicht
|0slich.  Schon unter dem Mikroskop begann die Aufldsung.
Das zweimal krvstallisierte Oxyhamoglobin liel nicht die geringste
Verunreinigung erkennen. Die Krystalle waren ganz einheitlich.
Nattrlich bietet dieses «reine» Aussehen keine Garantie fir die
chemische Reinheit der Krystalle. Wir haben zu wiederholten
Malen Krystalle von Oxyhamoglobin aus verschiedenen Blut-
proben gewonnen und zunachst G, H, N, S und Fe bestimmt.
Die gefundenen Werte stimmen mit den friher gefundenenl)
gut Uberein. Was nun den Gehalt an Phosphor anbetrifft, so
erhielten wir bei verschiedenen Praparaten verschiedene Werte.
Ein besonders sorgfaltig gereinigtes Praparat ergab nur Spuren
von Phosphor (0,0059 o/o), wahrend eine nur einmal krystalli-
sierte Probe 0,12 0/0 Phosphor aufwies. Ein drittes, ebenfalls
nicht weiter gereinigtes Praparat enthielt 0,095 °/0 Phosphor.
Diese schwankenden Zahlenwerte und der Befund, dal} es ge-
lingt, den Phosphorgehalt des Oxyhamoglobins aus Ganseblut
aulderordentlich zu vermindern, lassen unter Bertcksichtigung
der Befunde von Inoko (1. c.) den SchluB zu, dal} dem Oxy-

F. Hoppe-Seyler, Medizinisch-chemische Untersuchungen, S. 366,
1868.



Fig. 1 — 135fach vergroliert.

Fig. 2. — 350fach vergroliert.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift fur physiologische Chemie. Band LIX, Tafel 3.
Zu «E. Abderhalden u. F. Medigreceanu, Beitrag zur Kenntnis
des Oxyhamoglobins verschiedener Tierarten. I»



Fig. 3. — 225fach vergroRert.

Verlag von Karl J. Tribner in StralBburg.
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hamoglobin aus Ganseblut ein Gehalt an Phosphor
nicht zukommt. Es scheint vielmehr, dall das Oxyhamo-
globin des Vogelblutes In engen Beziehungen zu demjenigen
der S&ugetiere steht.

Gefunden: 54,11»/» C, 6,83»/» H, 16,58»/» N, 0,65»/« S, 0,51»/» Fe
(und 0,0059»/» P).
0,2149 g Substanz gaben 0,4263 g CO02 und 0,1312 g H20.

0,1654 » » »  nach Kjeldahl 19,6 ccm '/io-n-H2S04.
2,8267 » » » 0,1333 g BaS04 = 0,01827 g S.
2.7006 » » » 0,0255 * Fel(OH),, = 0,0197 g Fe203
= 0,01378 g Fe.
Probe I. 2,8074 » » 0,00039 g PsO5 = 0,00017 g P
» I, 3,1340 » 0,0069 » » = 0,0030
[11. 2,7006 » » » 0,0115 » Mg2PsO, = 0,0032 > »

Hierzu sei bemerkt, dall bei Probe | und Il der Phosphor
nach erfolgter Veraschung nach Neumann bestimmt wurde,
wahrend Probe Il auf trockenem Wege verascht wurde.



