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Es ist eine bekannte Tatsache, dall gewisse Gifte im
Korper sich anders verhalten, als man es nach ihrer Einwir-
kung auf Blutkdrperchen im Experiment erwarten sollte. Eine
Verstarkung von hamolytischen und methamoglobinbildenden
Giften erzielt man zuweilen durch die Kohlensdure. So fand
v. Mering bei Untersuchungen der Wirkung des chlorsauren
Kali, dall mit Kohlensaure gesattigtes Blut viel rascher und
starker Methdmoglobin bildet, als arterielles. Dies gilt alter
nicht nur fur das chlorsaure Kali, sondern fir fast alle met-
hamoglobinbildenden Gifte. Nach Kobert unterscheidet man
als Methdmoglobinbildner: Salze, oxydierende, reduzierende
Substanzen und solche, die in keine der genannten Gruppen
passen. Da aber die Salze sowohl reduzieren als auch oxy-
dieren und bei der Methamoglobinbildung der Reduktion stets
eine Oxydation folgt, so ist es praktischer, sie einzuteilen in
anorganische und organische Methamoglobinbildner, denen eine
primére Oxydation und eine nach erfolgter Reduktion statt-

findende Aktivierung des aufgenommenen Sauerstoffs gemein-
sam ist.

A. Anorganische Methdmoglobinbildner.

Untersucht wurde zunachst das chlorsaure Kali, das nach

der von uns gewahlten Versuchsanordnung in bei weitem
Hoppe-Soylei’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. C1X. i
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starkeren MaRe wirkt, als man nach den v. Meringschen
Resultaten erwarten sollte.

!

Yersuchsanordnung:

Verwendet wurde defibriniertes Menschenblut in 5% Auf-
schwemmung, das nicht alter als 2 Tage war. Zu 1,0 ccm
dieser Blutaufschwemmung wurden von einer bestimmten
Losung fallende Mengen (1,0 bis 0,1 ccm) hinzugefiigt. Die
Kohlensdure wurde aus dem Kippschen Apparat vor Zusatz
der Salzlésungen nicht langer als 5 Sekunden vorsichtig ein-
geleitet, die Versuchsreihen im Brutschrank bis zu 6 Stunden
beobachtet. Die Blutverdnderungen waren so, dall schon
makroskopisch Methdmoglobinbildung festzustellen war. Dies
geschah auRerdem noch spektroskopisch.

la. 5% Blut 5% KCIO,
10 4- 10 =
10 f- 05 —
1.0 00 —
10 -f 0.1 —

Nach Verlaufvon 2 Stunden ist das Blut bis zum 3. Réhrchen
dunkelbraun gefarbt, im 4. Rohrchen (0,1 ccm) eine Spur braun-
lich. Spektroskopisch Methdmoglobin nachweisbar. Bei Zimmer-
temperatur war nach 4 Stunden noch keine Verédnderung ein-
getreten.

nach 30 Minuten unverandert.

Ib. 5% CO03 Blut 5°/0 KC10,
1,0 -f- 1,0 — nach 5 Minuten Braunfarbung
10 4 05 5 .,
1,0 + 0,3 . 9,
1,0 -f 0,1 = Braunfarbung abnehmend.
Nach 30 Minuten kaffeebraune Farbung. Methdmoglobin

spektroskopisch stark positiv.

5% Blut 1% KCIOg
10 + 10=1

10 4 05 =

10 4- 03 =

10 4- 01 =

Nach 4 Stunden bis zum 3. Rohrchen rétlichbraune Ver-
farbung, nach weiteren 2 Stunden keine Verédnderung mehr.
Im 4. Rohrchen auch spektroskopisch Methamoglobin negativ.

nach 2 Stunden unveréndert.
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2h. 5% CO, Blut 1% KCIO,

1,0 -~ 1,0 = nach 10 Minuten brdunlich
10 + 05 = 10

1,0 4" 0,3 = schwach braunlich

10 + 01 =

Nach 30 Minuten kaffeebraune Farbung, nach unten zu
mehr kastanienbraun. Nach 2 Stunden grunlichschwarze Ver-
farbung in allen Réhrchen. Nach 4 Stunden hat sich ein fest-
haftender Bodensatz von zusammengebackenen Blutkorperchen
gebildet bis zum 3. Réhrchen. Methdmoglobin und Hamatin 44.

3a. Versetzt man arterielles Blut mit einer 1 %0igenKC103-
Losung, so gelingt es nach 6standigem Aufenthalt der R6hrchen
im Brutschrank nicht, eine Methdmoglobinbildung zu erzielen,
dagegen mit venésem Blut in kurzer Zeit:

3b. 5% Blut I°/00 KCIOj

1,0 -+ 1,0 = I nach 30 Minuten kastanien-
10 4 05 = j  braune Farbung

Nach 2 Stunden kaffeebraune bis rotbraune Farbung. 0,1*
ist unverandert. Nach 0 Stunden ist beim 1. und 2. R6hrchen
der Bodensatz fest agglutiniert, das 3. Rohrchen dunkelbraun,
das 4. Roéhrchen Spur braunlich.

Die Kohlensaure-Blut*Kontrollen waren auch bei 2maligem
Einleiten von Kohlenséure (5 Sekunden lang) nach 6standigem
Aufenthalt im Brutschrank negativ auf Methamoglobin.

Bei Einwirkung auf eine nicht weiter behandelte, d. h.
wesentlich Oxyh&moglobin enthaltende Blutaufschwemmung
bildet also im Brutschrank eine 1°/0ige Kalichloricum-L3dsung
(bis 0,1 ccm herab) erst nach 4 Stunden Methamoglobin, wahrend
dies mit kohlensaurehaltigem Blut bereits nach 10 Minuten
geschieht. In diesen Ro6hrchen setzt sich oft schon nach
2—3 Stunden eine siegellackférmige Kuppe von zusammen-
geballten Blutkdrperchen so fest ab, daR es auch bei starkem
Schiitteln nicht gelingt, sie wieder zu l6sen. Darlber befindet
sich eine klare Schicht des veidinnten Serums, in der nicht
nur Methdmoglobin, sondern auch H&matin spektroskopisch
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nachweisbar ist. Durch Zusatz einer 19%0igen Ldsung von Kali-
chloricum wird arterielles Blut nicht mehr verdndert. Dagegen
tritt bei kohlensdaurehaltigem Blut spatestens nach einer halben
Stunde eine mehr oder minder starke Methd&moglobinbildung ein.

Vergleichende Betrachtungen fihren zu dem Ergebnis,
dal durch die Kohlensdure etwa eine Verstarkung um da*
50—I00fache stattfindet. Wiederholtes Einleiten von Kohlen-
saure beschleunigt den Ablauf der Reaktion erheblich.

EinflulR der Temperatur.

Stellt man die Réhrchen bei hdéheren Temperaturen auf,
so erzielt man nach Zusatz von chlorsaurem Kali eine Be-
schleunigung  keine Verstarkung selbst. Es ist bemerkens-
wert, dall schon durch Erh6hung um wenige Grade ein bedeu-
tender Unterschied konstatiert werden kann. Untersucht wurde
bei 20®, 06° und 42°C. Die Flussigkeiten waren vorgewarmt.
Dabei ergaben sich folgende Unterschiede:

42" CO, Blut 1°/0 KC10.,
1.0 4- 1,0 = Braunfarbung nach 2 Minuten
1.0 + 05 =
10 -J- 03 = r \% "
10 + 01 = - » 10 15Minuten
37" CO, Blut 1% KCI10,
1,0 -j- 1,0 = Braunfarbungnach 10 15Minuten

10 + 05—
10 + 03 =r : o Y
10 + 0,1 = , , €a.30

20" CO, Blut 1% KC103
1.0 1,0 =: Braunfafbungnach25 30 Minuten

1.0 4 05 = , « | .
10 4' 013 - ” y
10 -j- 0,1 — . .45 Minuten.

Bei 42° tritt bei grollen Dosen von Kalichloricum eint*
Methamoglobinbildung fast sofort ein, im Brutschrank bei 37°

") Buter \erstdrkung verstehe ich den EinfluR der Erscheinungen
bei Herabsetzung der wirksamen Dosis, unter Beschleunigung nur den
rascheren Eintritt.
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nach 10—15 Minuten. Ahnliche Resultate wie mit dem chlor-

sauren Kali erhdlt man auch mit dem ebenfalls gepriften
Chlorsauren Natrium.

Versuche mit Natriumnitrit.

Das Natriumnitrit, das nach Ansicht der modernen Chemie
inaktiven Sauerstoff an sich reif3t und ihn aktiv wieder ah-
gibt, gehort zu der zweiten methamoglobinbildenden Gruppe,
hei der nach stattgefundener Reduktion eine Oxydation erfolgt.
Wenn auch praktisch ohne besondere Bedeutung, so fiihre ich
*s mit an, weil es die Verstarkung der Methamoglobinbildungen
durch Kohlensdure in fast noch schonerer Weise als das chlor-
“rture Kali zeigt. Ein Protokoll mdge dies kurz erlautern.

", Blut NaNO, 1:10000

1.0 -r 1,0 ™ nach 1 Stunde Spur braunlich, nach 6 Stunden braunrot
1.0 + 0,5 = schwach braunlich

1.0 + 0.3 = | unverandert.

10 4 01 —

’0 CO, Blut NaNOa 1:10000
1.0 r 0,1 — nach 1—3 Minuten kaffeebraun

10 05— | 1-3
10 ~- 0,3 = , 1-3 |
1.0 4- 01 13, ” braunrot.

Arterielles Blut weist erst nach 0 Stunden eine Ver*:
anderung beim 1. Rohrchen (schwach braunrote Farbung) auf.
Mit vendsem Blut findet bei derselben Dosierung eine Braun-
larbung der Blutkdrperchen schon nach 3—5 Minuten bis zum
4. Rohrchen herab statt. Selbst bei einer Verdiinnung 1: 100000
ist mit vendsem Blut Methdmoglobin nach einer halben Stunde
bis zum 2. Réhrchen nachweisbar (Zusatz von 0,5 ccm). Ahn-
lich verhalt sich Kaliumnitrit.

B. Organische Methamoglobinbildner.

Viel geringer ist die Wirkung der Kohlenséure bei der
Metlidamoglobinbildung durch Pyrogallusséaure. Hier tritt bei
Verwendung einer 1%- oder 19%60igen Losung von Pyrogallol
auf venoses Blut die Braunféarbung nur mehrere Minuten friiher
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ein. Eine Verstarkung findet nur um einige RoOhrchen statt.
Interessanter sind in vieler Hinsicht die Versuche mit Anilin
und Nitrobenzol. Verwendet man eine 27a%ige Lésung in
physiologischer Kochsalzldsung, so zeigt sich bei kohlensaure-
haltigem Blute eine langsam eintretende Hamolyse, die nach

> 1 Stunde total ist, bis zu Dosen von 0,3 ccm herab, bei
der Kontrolle ohne Kohlensdure dagegen eine Nachldsung erst

nach 4—6 Stunden.

Ganz andere Resultate bekommen wir jedoch, wenn wir
eine 1° Oige Losung von Anilin aufs Blut einwirken lassen:

5% Blut 1% Anilin

10 -f 10 =

10+ 05 = .

10 - 03 = nach 12 Stunden unverandert.

10 + 01 =

CU Blut 5% 1% Amlin

1,0 + 10 =" nach 2—4 Stunden nach 2—3maligem
10 -f 05 =  Einleiten von CO0? eine Braunfarbuiig
10 -1- 0,3 ™ Spektroskopisch Methamoglobin-f 4.
1.0 f 0.1 Kontrolle 0.

Sauerstoffhaltiges Blut ist nach 12 Stunden vollkommen
unverandert, das kohlensdurehaltige hat Methdmoglobin bi>
0,1 ccm herab gebildet. Ahnlich verhalt sich Nitrobenzol, da>
in physiologischer Kochsalzlésung fast unléslich ist. Eine
f /oige Emulsion von Nitrobenzol in Kochsalzlésung 10st vendse™
Blut nach 7,-1 Stunde, arterielles Blut nach ungefahr 6 Stunden
bis zu Dosen von 0,5 ccm herab. Die Hi/0(lige Emulsion ver-
wandelt die sauerstoffhaltigen Blutkdrperchen nicht, wahrend
es mit vendsem Blut nach 10—12 Stunden gelingt, eine Met-
hdmoglobinbildung bis 0,1 ccm herab zu erzielen, ja sogar
noch bei einer Verdiunnung von 1: 10000 bis 0,5 ccm herab.
Die Kohlensaurekontrollen ohne Nitrobenzolzusatz waren natir-
lich negativ.

5°/0 Blut Nitrobenzol 1°

10 + 10 =
1,0 0,5 — nach 12 Stunden keine Verénderung.
10 + 0,3 Methamoglobin spektroskopisch 0.

10 + 01
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CO, Blut 5*/0 Nitrobenzol 1°/0

10 + 10 =
1,0 -f 0,5 = nach 12 Stunden kaffeebraune Farbung.
1,0 + 0,3 =  Spektroskopisch Methamoglobin-f -f
10 + 01 =

Ebensowenig wie beim Anilin ist es beim Nitrobenzol
bisher gelungen, im Reagenzglas an Menschen-Blutkdrperchen
ohne CO02 eine Methdmoglobinbildung hervorzurufen. Diese
Versuche machen es wahrscheinlich, dal3 bei Einwirkung dieser
Gifte im Organismus die Kohlensaure eine Umwandlung in
Methamoglobin bedingt, das dann weiter zu Hamatin ab-
«rebaut wird.

Erklarung der Kohlcnsdurewirkung.

Der Gedanke liegt nahe, anzunehmen, dal} es sich bei
der Kohlensaurewirkung um eine einfache Wirkung der Saure
handle. Dann mufRten aber so geringe Mengen von Sduren,
die an sich keine Verdnderungen an Blutkorperchen hervor-
rufen, eine &hnliche Verstarkung machen, wie die mit Kohlen-
sdure beladenen Blutkorperchen bei Zusatz von methamoglobin-
bildenden Giften. Das ist aber nicht der Fall. Mehr Aufschluf3
scheinen uns die physiologisch-chemischen Arbeiten von Ham-
burger, Hober und anderen zu geben. Sie fanden, dal die
roten Blutkorperchen durch Kohlensdure elektrisch umgeladen
und dadurch fir bestimmte Anionen durchgangig gemacht
werden. Wollte man diese Theorie auf obige Versuche an-
wenden. so wirde das bedeuten, dal auch Anionen unserer
Losungen in die kohlensaurehaltigen Blutkdrperchen eindringen
und Meth&dmoglobin bilden. Die Versuche, die ich hierauf aus-
gofuhrt habe, sprechen dafir, dal} eine lockere Bindung von
malzen nur au den mit Kohlensdure beladenen Blutkdrperchen
stattfindet. Blutkdrperchen in 5°/0iger Aufschwemmung wurden
mit gleichen Teilen einer 1°00igen Lésung von Kalichloricum
versetzt und auf G Rohrchen zu 20 ccm verteilt im Brutschrank
15 Minuten stehen gelassen. Eine 1%oige Kalichloricumlésung
wahlte ich deshalb, weil sie arterielles Blut, wie obige Ver-
suche dartun, Uberhaupt nicht mehr verandert, bei ventsem
erst nach 30 Minuten eine beginnende Methdmoglobinbildung
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eintritt. Ich leitete nun in 3 Rohrchen Kohlensdure ein. lieh
ste 5, 10 und 15 Minuten im Brutschrank einwirken und wusch
nach dieser Zeit das arterielle sowie das vendse Blut dreimal
mit physiologischer Kochsalzlésung, wodurch also die Kali-
chloricumlésung durch reine physiologische Kochsalzldsung
ersetzt wurde. Die jetzt vorgenommene spektroskopische
Untersuchung ergab noch keinen Methdmoglobinstreifen. Jetzt
leitete ich in alle Rohrchen Kohlensdure ein mit dem Erfolg
dafl nach mehrstiindigem Aufenthalt im Brutschranke in den
3 zuerst mit Kohlensdure behandelten Réhrchen spektroskopisch
Methamoglobin nachweisbar war, in den arteriellen jedoch
nicht. Nach diesem spéater wiederholten Versuch, der zu dem-
selben Ergebnis fuhrte, durfen wir annehmen, dal3 durch die
Kohlensdure eine lockere Bindung der Salze an den Blut-
korperchen statttindet.

Es erhob sich nun die weitere Frage, ob die Kohlensdurt
an den Blutkorperchen oder dem H&moglobin selbst Verande-
lungen hervorruft. Zu diesem Zwecke untersuchte ich zunéchst
mit destilliertem Wasser geltstes Blut. Es verhielt sich gegen-
tber chlorsaurem Kali genau so wie Blutkérperchen in physio-
logischer Aufschwemmung. AuRerdem prifte ich noch Hdmo-
globinlésungen, die fast ganz von Stroma und Verunreinigunger',
befreit waren, nach einer Methode von Schulzl). Mehrmals
gewaschene Menschenblutkdérperchen wurden mit der 3fachen
Menge destillierten Wassers geldst und mit der gleichen Mengt
gesattigter Ammoniumsulfatlésung versetzt. Aus dieser Losung
schieden sich nach einiger Zeit Hdmoglobinkristalle aus. Dicst
loste ich wieder und kristallisierte sie zweimal in der gleiche!
Weise durch Zusatz von Ammoniumsulfatlésung um. Dadurch
wird jedenfalls der grofite Teil des Stromas und anderer Eiweil-
stoffe entfernt. Trotzdem fand ich wieder dieselben Resultate,
d. h. die kohlensaurehaltige H&moglobinldsung bildete nach
derselben Zeit wie die kohlensaurehaltige BlutkOrperchenauf-
schwemmung durch Kalichloricum bedingtes Methdmoglobin

Diesen Versuch wiederholte ich mit Waschblut, das mit

0 Zitiert aus: Chemie der EiweiBkorper von Prof. Colinheim H»ll.
8t. 357.
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destilliertem Wasser geldst wurde und das ich in dem Kutscher-
Steudelschen Ather-Extraktionsapparat ber 1 Stunde von
lipoidloslichen Substanzen befreite. Auch hier trat nach Ein-
leiten von Kohlensdure in die mit 1%iger Kalichloricumlésung
beschickten Rohrchen eine Methdmoglobinbildung ein, die dem-
nach nicht an die Anwesenheit des Stromas geknipft sein kann.

Es ist also sehr wahrscheinlich, dal} die Kohlensaure am
H&moglobin selbst Veranderungen hervorruft und nicht am
Stroma der Blutkdrperchen, da sich Blutkdérperchenaufschwem-
mungen, geldstes Blut sowie Hamoglobinlésungen gleich ver-
halten. DaR ubrigens die Kohlensdure bei der Sauerstoffbindung
des Blutes eine Rolle spielt, ist schon seit den Arbeiten von
Oarcroft bekannt. Erwahnt sei noch, dall Einleiten von
Wasserstoft oder Stickstoff an Stelle der Kohlensdure zu einer
Methamoglobinbildung nicht fihrt, d. h. wir haben es nicht
mit einem auf Reduktion beruhenden Vorgang zu tun.

Alle angestellten Versuche zeigen uns, dall wir in den
vendsen Blutkdrperchen labile, gegeniiber gewissen Schadlich-
keiten wenig widerstandsfahige Zellen vor uns haben, im Gegen-
satz zu den sauerstoffhaltigen Korperchen.

Vorhalten von Kohlensaure und sauerstoffhaltigen roten illur-
korpeielien in hypotonischen und isotonischen Ldsungen.

Ich prifte dann noch die Widerstandsfahigkeit der Blut-
korperchen in hypotonischen Kochsalzlésungen und fand dabei,
daB vendses Blut bei viel hoherer Konzentration in Ldsung
geht, als arterielles. So werden in einer 0,6% igen Kochsalz-
I6sung Blutkorperchen, in die wir 3 Sekunden Kohlensaure
eingeleitet hatten, schwach partiell, in einer 0,425%igen so-,
fort ganz gel6st, wahrend die sauerstoffhaltigen Blutkérperchen
erst bei einer Konzentration unter 0,45 % eine eben beginnende
Losung aufweisen. Mit schwachen Salzsdurelosungen erzielt
man ubrigens einen &dhnlichen Effekt, bei Verwendung einer
0,5%igen Kochsalzlésung.

Im Tierexperiment fanden wir obige Versuche bestatigt.
Das aus der Vena jugularis einer Katze entnommene Blut wurde
in einer 0,7%igen Kochsalzlosung partiell geltst, das aus der
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Art. carotis jedoch nicht. Sauerstoff schitzt also die Blut-
koi perchen in hypotonischen Kochsalzlésungen vor einer Auf-
I6sung, die Kohlensdure befdrdert sie. Demnach miuf3te auch
in einer physiologischen Aufschwemmung von Blut durch wieder-
holtes Einleiten von Sauerstoff ein Zugrundegehen der roten
Blutkorperchen verzogert, durch die Kohlensaure dagegen ein
Absterben beschleunigt werden kdnnen. Dieses ist nun tatsach-
lich der Fall. Wir stellten, um schneller zum Ziele zu gelangen,
mit gleichen Teilen physiologischer Kochsalzlésungen versetztet
defibriniertes Blut in 3 Réhrchen im Wasserbad bei 40 °C. auf
und leiteten in das erste dauernd langsam Sauerstoff, in das
zweite aus dem Kippschen Apparat Kohlensdure so vorsichtig
ein, dal ein Schidumen des Blutes vermieden wurde. Ein
drittes Rohrchen diente uns als Kontrolle. Nach 8 Stunden
war bei der mit Kohlensdure gesattigten Aufschwemmung
bereits eine Hamolyse eingetreten, Methamoglobin nicht nach-
weisbar, bei der mit Sauerstoff behandelten dagegen erst nach
30 Stunden, wahrend die Kontrolle (defibriniertes arterielles
Blut) nach 24 Stunden schwach hdmolytisch wurde. Diese
Schutzwirkung des Sauerstoffs gegenuber Blutkorperchen ist
auch praktisch zu verwerten, wenn es sich darum handelt,
Blutaufschwemmungen bei hohen Temperaturen moéglichst lance
gebrauchsfahig zu erhalten.

Aus den Ubereinstimmenden Resultaten, die wir mit kohlen-
saurebeladenen Blutkdrperchen und Hamoglobinlésungen, die
last gauz vom Stroma befreit waren, erzielt haben, schlossen
wir, daB die Kohlensdure am Hamoglobin Verdnderungen her-
vorruft. Das Verhalten der mit Kohlensdure behafteten Blut-
korperchen in hypotonischen Kochsalzldsungen scheint dem zu
widersprechen. Um diesen Widerspruch zu lésen, missen wir
annehmen, dafR das H&moglobin am Stroma nicht einfach
mechanisch im Stroma enthalten ist, sondern dal} es mit dem
Stroma sich in irgend einer chemischen Bindung befindet.

Zusammenfassung.

Nach Beagenzglasversuchen verstarkt die Kohlensaure die
W iitkung anorganischer methdmoglobinbildender Blutgifte um
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das 50 -100fache. HOhere Temperaturen beschleunigen den
Eintritt der Reaktion bedeutend. Beim Anilin und Nitrobenzol
konnen wir am menschlichen Blut tberhaupt erst durch Ein-
leiten der Kohlensdure eine Methdmoglobinbildung im Reagenz-
glase beobachten. Diese Versuche machen es wahrscheinlich,
dal nur im vendsen Kreislauf durch die Kohlensdure gewisse
+iifte ihre Wirkung entfalten konnen. Sie geben uns zugleich
+dne Erklarung dafir, dal3 schon geringe Mengen dieser Sub-
stanzen genuligen, um im Korper Vergiftungserscheinungen her-
vorzurufen. Die Verstarkung der Methdmoglobinbildung durch
Kohlensdui e lalt sich nicht nur an Blutk6érperchenaufschwem-
mungen, sondern auch an Blutkdrperchenlésungen und Hamo-
globinlésungen, die zum groRten Teile vom Stroma befreit
-ind, erzielen. Man kann also annehmen, daf} die Kohlensdure
am Hamoglobin Veréanderungen hervorruft, durch die eine
Methamoglobinbildung begunstigt wird.

Mit Kohlensdure beladene Blutkdrperchen sind labile,
Schédlichkeiten leicht zugéngliche Zellen. Sauerstoff dagegen
schutzt, dauernd eingeleitet, die Blutkérperchen ziemlich lange
Zeit vor dem Untergang.
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