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Dansk Oversigt.

1. Indledning. Der er givet en kort Fremstilling af de hidtidige Grund-
anskuelser vedrgrende Kuldioxydets Tilstandsform i Blodet: man har ment,
at Kuldioxydet kun skulde existere som oplgst CO,, hydratiseret CO, (H,CO,)
og Bikarbonat (HCO4'), at den simple Massevirkningslov skulde vere gyldig
for Kuldioxydets Dissociation i Blodet, at CO,-Skiftet til og fra Blodet skulde
foregaa gennem Hydratisering af CO, resp. Anhydrering af Kulsyre, og at
Tonfordelingen mellem Erythrocyter og Plasma skulde kunne forklares som
simple fysisk-kemiske Ligeveegtsindstillinger.

Af Faurholts Forsgg er beregnet de Hastigheder, med hvilke CO,-
Bikarbonat-Oplgsninger kan naa til Ligeveegt ved fysiologisk Brintionaktivitet
og forskellige Temperaturer. Det er vist, at CO,-Bikarbonat-Systemet 1 Blod
umuligt kan naa Ligevegten indenfor et Sekund, d. v. s. den Tid Blodet
gennemsnitlig bruger til Capillarpassagen. Ved 0°, 18° og 87° C naar kun
resp. 0,40/, 8%/, og 16°/, af Kulsyrekomponenterne at omsette sig. Problem-
stillingen, som disse Overvejelser samt nogle kort bergrte Forsgg har givet
Anledning til, er fremsat.

II. Nogle Betragtninger over ZAggehvidestoffernes almin-
delige fysiske Kemi i Belysning af Bjerrums Amfolytteori; det fremgaar
heraf, at Komplexbinding af Ioner (eller en Luftart som O,) til Aggehvide-
molekyler under samtidig elektrisk Omladning af Aggehvidemolekylerne er
et almindeligt Fenomen; den af Forfatteren paaviste Komplexbinding af
CO, til Haemoglobin, som er ledsaget af Elektronegativering af Hzmoglobin-
molekylerne, kan derfor kun betragtes som et Specialtilfzlde.

III. Om ,Dissociationen af CO,“. Loven for , Kuldioxydets Disso-
ciation i vandige Oplgsninger er gennemgaaet. Det er vist at Stadie &
Hawes (1928) Maalinger af ,Kuldioxydets I. Dissociationskonstant® i
Hzemoglobinoplgsninger kun kan opfattes som en Bekraftelse af Forfatterens
Paavisning af Komplexbindingen af CO, og Klor til Hzemoglobinet.

IV. Der er givet et kort historisk Tilbageblik over de sidste 30 Aars
Arbejder over Hemoglobinets fysiske Kemi.

V. Tre Donnan-Forsggsrekker med CO,-Cl’-Haemoglobinoplgsninger
og en med Fosfat-Hemoglobinoplgsning er kort meddelt. Der er paavist en
med Brintionaktiviteten varierende Komplexbinding af COj,, CI'-og Fosfationer
til H®moglobinet. For CO,-Hemoglobinkomplexet er foreslaaet Navnet
Carbh @moglobin.



VI. Der er refercret en Rakke ,,Explosionsanalyser” med 3 fors-
kellige Sera og flere forskellige Hemoglobinoplgsninger, som var mettet ved
forskellige CO,-Tryk. Det er vist at Hemoglobinoplgsninger — men ikke
simple CO,-Bikarbonatoplgsninger som Sera — ,,momentant* kan afgive en
Del af deres bundne CO,, naar de pludselig udsattes for et Torricelli-Vakuum,
medens de kun afgiver Resten langsomt, ganske som Sera kun afgiver deres
bundne CO, langsomt. Det er fremhavet, at det hurtigreagerende CO, i CO,-
Heemoglobinoplgsninger efter al Sandsynlighed er komplexbundet til Haemo-
globinet — altsaa som Carbh &moglobin. ‘

VII. Nogle fysiologiske Betragtninger. Det er paavist, at:

a) I Blodet foregaar Udskiftningen af den kemisk bundne
CO; udelukkende gennem Carbha@moglobinet; Bikarbonatet (HCOj4')
og Kulsyren (HyCOs) spiller samme underordnede Rolle for Respi-
rationen som Klorionerne. Under Capillarpassagen bringes Blodets
Bikarbonat- og Klorionsystem til Ligevaegt gennem Ionernes Diffusion mellem
Plasma og Erytrocyter.

b) Da Saltkoncentrationerne i Plasma og Erytrocyter gver en stor
Indflydelse paa Hemoglobinets Evne til at udskifte O, og CO,, og da man af
mange Forsgg fra Literaturen ved, at Bikarbonat hurtigt forsvinder ud af
Blodbanen ved forceret Respiration og hurtigt kommer ind i Blodbanen ved
Sagtning af Respirationen, saa kan man slutte, at

Organismen er udstyret med en hurtigt virkende, fysisk-
kemisk, intrasanguin Reguleringsmekanisme af sit respiratoriske
Stofskifte, som indstiller Hemoglobinets respiratoriske Ydeevne
efter det gjeblikkelige Behov.
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I. Einleitung.

In den Jahren 1908—09 erschienen die jetzt klassischen Arbeiten von
J. L. Henderson und Spiro sowie J. L. Henderson tiiber das Ionengleich-
gewicht im Organismus; zwei Sdtze von Welttragender Bedeutung Wurden
hier festgestellt:

1. Das Massenwirkungsgesetz ist fiir das CO,-Gleichgewicht im Organis-
mus wie in einfachen Lésungen verwendbar;

2. Die Verteilung von Bicarbonat, Chlor und Wasser zwischen Plasma
und Erythrocyten bei variiertem CO,-Druck ist durch einen rein physikalisch-
chemischen Vorgang zu erkléiren.

Seit dieser Zeit sind diese zwei Sitze von zahlreichen Forschern experi-
mentell beleuchtet und anscheinend verifiziiert worden. Das Massenwirkungs-
gesetz in der fiir die Blutkomponente anzuwendenden Form lautet

[Vol 9/, Total-C0, —- $0% " 300;

1 1 y[HCOs] _ 7-6
x[H]  Ki z[C0,] KI 5 $€0. " 4co,
7-6
1 _ 1T 6 Vol.-%/, Total-CO, - gco, - aco,
H] K ®co, * 200,

wo X, y und z = die Aktivititskoeffizienten der H'- und HCO;'-Ionen, sowie
des gelosten CO,; K; = die ,,scheinbare erste Dissoziationskonstante des
Asher - Spiro, Ergebnisse der Physiologie. XXVIII. Henriques. 1
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C0,"; @co, = Druck des CO, in mm Hg; ago, = Absorptionskoeffizient des
00y; Kg* = K, - ;Z—}—,

Aus einer Betrachtung dieses Satzes erhellt, dass die Voraussetzung
seiner Anwendung ist, dass die Kohlenssure im Blute nur als gelostes CO,,
hydratisiertes CO, (HyCO3) und Bicarbonat (HCO,") vorkommt.

Der zweite Satz schliesst mehrere Probleme ein; aus der zweiten Mit-
teilung von Spiro und Henderson (Biochem. Z. 15, 1908) méchte ich gern
zitieren :

»»Wenn Kohlensdure in das Blut eingeleitet wird und sich im Plasma 13st, so dringt sie
schnell in die roten Blutkérperchen ein, wobei die folgenden chemischen Verinderungen statt-
finden. Im Plasma findet eine Reaktion statt zwischen den Natrium-Eiweissverbindungen und
der Kohlens#ure, wobei NaHCO, gebildet wird. In den Blutkérperchen findet dieselbe Reaktion
statt, mit den Kalium-Eiweissverbindungen aber in grésserem Massstabe wegen des weit grosseren
Eiweissgehaltes der Zellen. Aber auch hier findet eine Reaktion statt zwischen Kaliumphosphat
und Kohlenséiure, wobei Kaliummonephosphat und Kaliumbicarbonat gebildet werden. Dies
sind wahrscheinlich die einzigen wichtigen Reaktionen, die stattfinden konnen. [Henderson,
Amer. J. Physiol. 21, 427:(1908) (S.- 119—120.))«

»»Da nun schliesslich die chemischen Reaktionen, welche durch die Kohlensiure ein-
geleitet sind, vollkommen im Gleichgewicht und umkehrbar sind, so ist es auch klar, dass beim
Verjagen der Kohlensdure mit Luft die Bewegung der Reaktionen durch die Zellenwand um-
gekehrt und der urspriingliche Gleichgewichtszustand hergestellt werden muss. (S. 121.)

Ich habe hier nicht Spiro u. Hendersons Deutung der Chlorwanderung zitiert; nach
der Arbeit von Donnan (1911) iiber Membranengleichgewichte musste sie modifiziert werden;
wir kehren aber spiter auf dieses Problem zuriick (Kap. VII).

Aus den Zitaten sind zwei Punkte hervorzuheben:

a) Spiro und Henderson meinten, dass die grossere Eiweisskonzen-
tration (d. h. Pufferkonzentration) der Blutkorperchen die Ursache ihres
grosseren CO,-Bindungsvermégens wire.

b) Spiro und Henderson meinten, dass der CO,-Umsatz im Blute
sich durch Hydratisierung bzw. Anhydrierung der Kohlensiurekomponente
abspielte.

Diese Anschauungen sind wohl heute von allen Physiologen angenommen.

In den Jahren 1924—25 fiihrte eine Reihe von Versuchen (die im Kap. V
referierten Donnan-Versuche) den Verfasser vorliegender Arbeit zu der Uber-
zeugung, dass ein Teil der CO, in Losungen von Hiamoglobin und CO, komplex
an Hamoglobin gebunden ist. Die erste Konsequenz dieses Phinomens musste
sein, dass die einfache Anwendung des angefiihrten Massenwirkungsausdruckes
unzuléssig ist; zweitens schien es natiirlich dem Héamoglobin dieselbe Rolle
fir den CO,-Transport durch diese Komplexbildung wie fiir den Op-Transport
durch die O,-Komplexbildung zuzuschreiben; diese Auffassung fiihrte mich
zu einer Berechnung der Geschwindigkeiten der Gleichgewichtseinstellung
zwischen Blut und einer CO,-haltigen Gas-Phase; sie gab das Resultat, dass
das Gleichgewicht sich so langsam einstellen wiirde, falls es durch einfache
Anhydrierung bzw. Hydratisierung der Kohlensiurekomponente vor sich
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gehen sollte, dass die Zeit des Capillarkreislaufes bei weitem nicht reichen
wiirde.

Die Berechnung war die folgende:

Faurholt (1925) hat die Geschwindigkeiten der Hydratisierung des
CO; und der Anhydrierung der HyCO, und HCO; bei 0° und 18° C bei ver-
schiedenen Wasserstoffionenaktivititen und Ionenstéirken gemessen. Bei
einer Reaktion nahe am Neutralpunkt verlaufen beide Prozesse langsam;
wird eine anndhernd neutrale Losung mit einer kohlendioxydhaltigen Gas-
phase in -Berithrung gebracht, so vergeht verhﬁ,ltnismﬁssig viel Zeit, bevor
sich das Gleichgewicht einstellt.

Die Tabellen 1 und 2 sind aus Faurholts Zahlen fir paH 7,45 berechnet;
die Werte entsprechen somit der physiologischen Mittelreaktion. Das Gleich-
gewicht stellt sich nach einer monomolekularen Formel ein; die Zahlen sind
fir unendliche Verdiinnung giiltig; Ionenstirken von 0,1 haben nur geringen
Einfluss auf die Geschwindigkeiten; die Werte fiir 87° C sind von mir mittels
der van’t Hoffschen Gleichung extrapoliert.

Tabelle 1. Briggsche Log.-Sekunden.

Temperatur Umgesetzte Menge von Kohlensiurekomponenten Gleichgewichts-
oC 909, ' 999/, | 99,99/, konstante
0 625  Sek. 1250 Sek. 1875  Sek. 0,0016
18 79 2 158 » 237 »» 0,0126
(37) (etwa 12,6 ,, ) | (etwa 25,2 ,, ) ! (etwa 37,8 ,,) (0,079)
Tabelle 2.
Zeit-Sek. 09 C—K = 0,0016 189 C—K = 0,0126 379 C—K = 0,079
1 0,4%, 3% 169,
2 0,7%/, 6%, 309/,
5 2,09/, 149/, 759/,
10 4,09/, 259/, 849/,
20 [ 7,09, 449/, 979/,

Betrachten wir jetzt den CO,-Wechsel in den Lungen: Es sei gesetzt:

Die durchschnittliche Linge der Blutcapillaren gleich 0,3 mm und die
durchschnittliche Geschwindigkeit des Kreislaufs in den Capillaren gleich
0,83 mm in der Sekunde; im Laufe etwa einer Sekunde passiert das Blut somit
die Lungencapillaren; mit diesen Grossen rechnen z. B. Krogh, Hart-
ridge und Roughton;

der respiratorische Quotient = 0,85 mit einer Oy-Aufnahme = 7 Vol.-%/,
und einer CO,-Abgabe = 6 Vol.-%/,;

1*
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der CO,-Gleichgewichtsdruck des Venenblutes = 60 mm Hg;

der CO,-Druck der Alveolenluft = 40 mm Hg;

Serumvolumen = 60°/, des Blutvolumens;

Erythrocytenvolumen = 409/, des Blutvolumens;

Bohrs Werte fiir ey, den Absorptionskoeffizient des Kohlendioxyds

im Serum und Erythrocytenbrei:

Tabelle 3.

0°c | 18°C | 37°C

0,91
0,75

0,54
0,45

Serum . . . .. .. 1,66
Erythrocytenbrei . 1,37

l

Wiahrend der Passage durch die Lungen geht dann das Blut von einem
CO,-Gleichgewichtsdruck von 60 mm Hg zu einem Gleichgewichtsdruck von
40 mm Hg, und hierdurch wird ausgewechselt:

Vom Serum: W=4,37 Vol.-%, gel. CO,
0 —40)-
%°C ) Von den Erythrocyten: (@0=20) 137 _ 3,60 Vo9, gel. CO,
Vom Blute:  4,37-0,60 + 3,60-0,40 — 4,0 Vol.-%/, gel. CO,
und ‘
Vom Serum: (60_—;13# = 2,36 Vol.-%, gel. CO,
0 ' -
18°C Von den Erythrocyten: @#? = 1,956 Vol.-%, gel. CO,
Vom Blute: 2,360,604 1,95 0,40 = 2,20 Vol.-%/, gel. CO,
samb
Vom Serum: @-—_,‘7‘2())'0’54 = 1,42 Vol.-%, gel. CO,
0 p— . .
37°C 1 Von den Erythrocyten: (60;‘% — 1,18 Vol.-9/, gel. CO,
Vom Blute: 1,42 -060 + 1,18-0.40 = 1,30 Vol.-%/; gel. CO,

Im ganzen soll das Blut 6 Vol.-°/; abgeben; es restiert also zam Austausch:

Bei 0°C . ... ... 6—40=20 Vol.-%, gebundenes CO,
9’ 180 C e e e s e e e 6 _ 2,2 - 8,8 Iy 2 2
,, g7oC.......6— 1,8 = 437 ) ” ”

Der Umsatz der gebundenen CO, im Blute wird durch die Erythrocyten
bewerkstelligt (Spiro und Henderson, Milroy, Hasselbalch, Joffe und
Poulton, van 8lyke u. v. a.). In unserem Beispiel wird somit ausgewechselt:

Bei 0°C .. ... 2/04= 50Vol-, geb. CO, von den Erythrocyten
2 180 C ..... 3,8/0,4 = 9,5 ’ E2) 2 ’” ’” 12
99 370 C ..... 4,7/0,4 = 11,75 ”» » ’” 12 ” ’
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Geht der Austausch dieses gebundenen CO, durch eine Anhydrierung
der Kohlens#ure vor sich, so wiirde der Prozess sehr viel Zeit fordern. Ein
Blick auf Tabelle 2 zeigt, dass in einer Sekunde (der Zeit, im Laufe welcher
der Austausch sich tatsichlich in den Lungencapillaren abspielt), nur

bei 0°C . . . .. ... .. 0,49,
, 180C . L 2.8/,
, 879C . . ... ... .. 16,69,

der Mengen sich durch eine Anhydrierung von Kohlensiure umsetzen kénnen.
Der CO,- Austausch in den Lungen lisst sich also nicht durch
eine einfache Anhydrierung der Kohlensdure erkliren.

In den Donnan-Versuchen hatte ich also experimentell bewiesen, dass
ein Teil des in Hamoglobinlosungen — d. h. in den Erythrocyten — vorhan-
denen gebundenen CO, aller Wahrscheinlichkeit nach komplex an das Hamo-
globin gebunden ist; aus den Versuchen von Faurholt weiss man, dass die
Gleichgewichtseinstellung zwischen CO, und den CO,-Komplexen Carbamin-
und Alkylkohlenséuren ,momentan* ist; aus den angefiihrten Berechnungen
ergibt sich, dass die schnelle CO,-Abgabe aus dem Blute sich nicht durch eine
einfache Anhydrierung von Kohlenséure abspielen kann; es lag somit auf
der Hand, anzunehmen, dass die tatsichliche, schnelle CO,-Abgabe durch
eine ,,momentane’‘ Gleichgewichtseinteilung zwischen dem CO,-Hémoglobin-
komplex und der Alveolenluft vor sich geht, und die néchste Aufgabe musste
sein, experimentell nachzuweisen, dass Hémoglobinlosungen — nicht aber
Sera — die Fahigkeit besitzen, einen Teil ihres anwesenden, gebundenen CO,
sehr schnell abzugeben, wenn sie einem verminderten CO,-Gleichgewichts-
druck ausgesetzt werden. Mittels der in Kap. VI beschriebenen ,,Explosions‘‘-
Versuche gelang es, diesen Beweis zu fithren. Ferner konnte ich zeigen, dass
Oxyhamoglobinlosungen weniger CO, komplex zu binden vermogen, als es
dieselben Losungen in reduziertem Zustand tun, wenn sie mit CO,-Drucken
zwischen 0 und etwa 90 mm Hg im Gleichgewicht sind; dies-ist ein Vorgang,
der der Oxydationskinetik des Hamoglobins in Gegenwart von CO, ganz
analog ist. , : :

In fiinf vorliufigen Mitteilungen im 200. Band der Biochem. Z. (1928)
habe ich die Hauptzige meiner Versuche und Uberlegungen wiedergegeben.
Ich schlug hier den Namen Carbhémoglobin fiir den nachgewiesenen CO,-
Hiamoglobinkomplex vor. Bei einer zusammenfassenden Darstellung befindet
man sich sichtlich der Ordnung des Stoffes in folgender Verlegenheit. Die
Reaktionskinetik des CO,-Wechsels durch das Carbhémoglobin zwingt uns zu
einer neuen  Bewertung der Ionengleichgewichte im Organismus; die Zeit
scheint aber fiir einen historischen Riickblick noch nicht reif; ich werde mich
daher hier auf die physikalisch-chemische Seite der Frage beschrinken nach
folgendem Plan:
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I. Einleitung.

II. Eine Ubersicht der Literatur der allgemeinen physikalischen Eiweiss-
chemie im Lichte der Bjerrumschen Ampholytheorie mit spezieller Bertick-
sichtigung der Komplexbindung von Ionen (und Gasen) an die Eiweissmolekel
und auf die elektrischen Umladungen der Eiweissmolekel; aus dieser Uber-
sicht aus der allgemeinen Eiweisschemie erhellt, dass die Komplexbindung
von CO, an Himoglobin unter gleichzeitiger Elektronegativierung der Eiweiss-
molekel nur als ein Spezialfall anzusehen ist. '

II1. Eine Ubersicht der allgemeinen Dissoziationsgesetze des CO, in
wisserigen Losungen im Lichte der Aktivititstheorie, sowie eine Kritik der
theoretischen Grundlage der bisherigen Deutungen der Messungen der ,,ersten
Dissoziationskonstante des CO,“ in Hamoglobinlosungen; es geht hieraus
hervor, dass die schonen Versuche von Stadie und Hawes (1928) nur durch
eine Komplexbindung von CO, an das Hémoglobin erklirt werden konnen.

IV. Eine Ubersicht der speziellen physikalischen Hamoglobinchemie
der letzten 80 Jahre; ein Teil dieses Kapitels ist vielleicht nicht von direktem
Interesse fiir das Carbhidmoglobinproblem; ich glaube aber, dass es wichtig
ist, die hier behandelten Tatsachen und ihre theoretische Basis ganz klar vor
Augen zu halten, bevor man mit den Carbhémoglobinversuchen weitergeht;
die theoretischen Fundamente sind némlich nicht alle gleich sicher.

V. Einen genaueren Uberblick iiber meine Donnan-Versuche; die
Beweisfiihrung ist hier in einer etwas anderen Weise als in der vorlaufigen
Mitteilung durchgefiihrt; ferner sind die dort kurz besprochenen Chlorana-
lysen hier naher beriicksichtigt und — wie ich meine — eine Komplexbindung
vor Chlor(ionen) an den Himoglobinmolekeln nachgewiesen.

VI. Eine Ubersicht meiner ,,Explosionsanalysen‘‘, sowie eine Diskussion
ihrer Beweiskraft.

VII. Einige physiologische Bemerkungen.

VIII. Zusammenfassung.

II. Einige Betrachtungen iiber die allgemeine
physikalische Chemie der Eiweissstoffe.

Im Jahre 1900 gab Hardy an, dass wirme-koaguliertes Hithnereiweiss
in einem Kataphoreseversuch gegen die Anode wandert, wenn es in stark
verdiinntem Alkali suspendiert ist, wihrend es gegen die Kathode wandert,
wenn es in stark verdiinnter Siure suspendiert ist; im ersten Fall miissen die
Partikeln also negativ, im -zweiten Fall positiv geladen sein. Weil man die
Ladung durch Zusatz einer kleinen Menge von Séure bzw. Alkali éndern kann,
muss ein Punkt zu finden sein, wo die Partikeln und das Dispersionsmittel
isoelektrisch sind. Gleichzeitig konnte Hardy auch Schulzes Valenz-
regel (von 1882) erweitern, indem er nachwies, dass Kolloide nur von entgegen-
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gesetzt geladenen Ionen gefillt werden und zwar um so stirker, je hoher die
Valenz der Ionen ist.

1908 meinte Hardy die Ladung der Proteine dadurch erkliren zu miissen,
dass die Ionen des Dispersionsmittels die kolloiden Partikeln ,,durchdringen‘;
hier wiirden sich die;schnellsten Ionen (also H' und OH’) am stirksten geltend
machen, und je nach dem die Fliissigkeit sauer oder alkalisch war (d. h. einen
Uberschuss von H' bzw. OH’-Ionen enthielt) wiirden die Partikeln positive
bzw. negative Ladung annehmen. Bei der Aufladung wurde die Oberflachen-
energie und damit die Durchschnittsgrosse der Partikeln geéndert; Hardy
war damals nicht der Meinung, dass das ,,Aufnehmen‘’ der Partikeln von Ionen
dem Gesetz der multiplen Proportionen folgte.

1904 vertrat J. Loeb die Anschauung, dass die Eiweissstoffe Ampholyte
sind, die sowohl H" als OH’-Tonen abspalten; werden mehr H'- als OH'-Ionen
abgegeben, so wird der Eiweissstoff negativ elektrisch gegen das Losungsmittel,
— umgekehrt, wenn mehr OH’-Ioren abgegeben werden.

In seiner klassischen ‘Globulinarbeit (1905) verliess Hardy (unabhingig
von Loeb) die vage adsorptionstheoretische Auffassung zugunsten ,,a frankly
chemical standpoint*: Globulin ist ein Ampholyt, die Globulinsalze folgen den
Gesetzen der multiplen Proportionen und der Massenwirkung; die Wanderungs-
geschwindigkeit steigt dem Hydrolysegrad proportional, und die Valenzregel
gilt fiir Globulinlgsungen.

Diese Ansichten iiber die Natur der Eiweissstoffe wurden bald von den
meisten Forschern angenommen und fanden weitere Unterstiitzung durch
die ausgiebigen experimentellen Ergebnisse von. besonders Mellanby (1905),
Michaelis (1908—14), Sérensen (1909, 1912 und 1917), Loeb (1918—22),
van Slyke (1920—25) ausser vielen anderen.

Nach F. Hofmeister und E. Fischer fassen wir die Eiweissstoffe als
Derivate — hauptsichlich aliphatischer! — Polyamino-Polycarbonsauren
auf. Den frither geltenden Anschauungen geméss wire die Dissoziations-
neigung der Saure- und Basegruppen solcher Stoffe eine sehr schwache. Nach
Bjerrums (1928) Theorie miissen wir indessen unsere Anschauungen iiber
das physikalische Verhalten derartiger Ampholyte ganz wesentlich &ndern.
Bjerrum zeigte, dass es unwahrscheinlich ist, dass die Dissoziation der Carb-
oxylgruppen von der gewdhnlichen Grossenordnung fiir Carbonsiuren (1072
bis 107%) bis auf ganz minimale Werte (107*—107"*) nur durch Einfiihren
von Aminogruppen in die Molekel herabgesetzt sei; im Gegenteil miisse man
erwarten, dass eine elektropositive NH';-Gruppe das H' einer COOH-Gruppe
.abstosse, so dass die Dissoziation der Sdure vergréssert wird. Dement-
sprechend miisste man erwarten, dass die Einfiihrung einer elektronegativen

1 Man beachte jedoch die héchst anregenden Arbeiten von Troensegaard aus den
letzten Jahren iitber den Aufbau der Proteine; hinsichtlich der puffernden Gruppen der genuinen
Proteine beriihren Troensegaards Anschauungen wohl aber kaum die folgenden Uberlegungen.
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COO’-Gruppe das Aufnehmen eines H'-Ions aus dem Wasser an eine NH,-
Gruppe erleichterte, so dass auch die Basendissoziation stérker als in Am-
moniak (107?%) werde, anstatt zu ganz niedrigen Werten zu sinken (1078—1071%).
Nach der klassischen Auffassung existiert eine Aminosgure in 8 Formen
"HyN - R - COOH
H,N - R - COO’
H,N - R - COOH
wihrend die Amphoionform
"HyN - R - COO’
nur in verschwindend kleinen Mengen vorhanden wire.

Nach Bjerrum ist die Amphoionform bei den aliphatischen Amino-
sduren die weit tiberwiegende (tiber 999/); bei den aromatischen Aminosguren
macht sie 10—90°/, aus; bei Aminophenolen ist sie nur in minimalen Quanti-
tdten vorhanden.

Die alten Konstanten fiir eine Aminosiure (A) waren:

(AT H [AT] - [OH]
A = K, und [A]
withrend Bjerrums Konstanten fiir die Sauredissoziation (Kg) und die Base-

dissoziation (Kg)

= K,

[A"] - [OH]

AT g WHIOH] o
[A] ° A7) ?
werden.
Da die alte [A] gleich Bjerrums [A”] ist, gibt sich
K Ky

=R,
d. h. die alten Konstanten, K, und K,, waren nicht Sdure- bzw. Basekon-
stanten, sondern Hydrolysekonstanten fiir bzw. Base und Sgure.
Streng genommen muss man Ky und Ky folgenderweise definieren
[A7]-[IT] , [A]-[OMF]
[A"] (Al

Ks = K—'z und KB

Kg=

nnd
[A7]_[OH] | [A] [OH]

[A] (A]
d. h., dass Kg= die Summe der Ssurekonstante des Amphoions und der
Hydrolysekonstante des Amins, — und Ky = die Summe der Basekonstante
des Amins und der Hydrolysekonstante des Salzes der Amphoionséure.

Bei den aliphatischen Aminoséuren braucht man nicht die Hydrolyse-
konstanten zu beriicksichtigen; bei den Aminophenolen nicht die Saure- und
Basekonstanten; bei den aromatischen Aminosguren sind die zwei Konstanten
von derselben Grossenordnung. Die aliphatischen Aminosiduren sind somit als
innere Salze anzusehen und diirfen nicht als ¢leichzeitig Sdure und Base

Kp=
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aufgefasst werden. Die Sdure- und Basegruppen haben Salz miteinander
gebildet, und die sauren bzw. basischen Eigenschaften sind durch die Hydro-
lyse zu erkliren. Hétte man sich vorgenommen, die Stirke von Siuren und
Basen durch die Hydrolysenkonstanten ihrer totaldissoziierten Salze anzu-
geben, dann wiren die alten Bezeichnungen K, und K, die korrekten; da
man aber die Dissoziationskonstanten der Siuren und Basen braucht, sind
Kg und Kjg die richtigen.

Betrachten wir eine Mono-Amino-Mono-Carbonsiiure wie Glycin, haben
wir:

K, 103 o K, 10-1414 e
KS—— i{b —fgm’*—lo TS I(B: KZ=W:104’
und 2 ya0H R
pKs = 2,34; pKp = 4,14; i
samt !.

J ZVK“"E}? =10%617; pJ = 6,17,

Wir sehen hierdurch:

1. Die Pufferwirkung der Siure-
gruppe entfaltet sich in der Umgegend i
von pH 2,34; i

n
e NaOH L

2. die Pufferwirkung der Base- 5 0
gruppe entfaltet sich in der Umgegend Abb. 1. Titrierungskurve einer 1%)igen
Caseinlosung.

von pH 10;

8. bel isoelektrischer Reaktion sind sowohl die Sauren- als die Basen-
gruppe total dissoziert; d. h. die Summe der negativen - der positiven
Ladungen ist ein Maximu m und nicht wie frilher angenommen, ein Minimum.

Betrachten wir dann eine Poly-Amino-Polycarbonsiure, wie z. B. einen
Eiweissstoff, miissen wir erwarten, dass der Hauptteil der Saure- und Base-
dissoziationskonstanten zwischen 107! und 107° liegen, wahrend nur wenige
der bezliglichen Gruppen schwiicher dissoziert seien; d. h. wir erwarten grosse
Saurepufferwirkung von paH 0—5, grosse Basenpufferwirkung von pal 9—14
und nur geringfiigige Pufferwirkung zwischen pal 5 und 9. Eine Titrations-
kurve von einer Eiweisslosung bestitigt diese Vermutung. Abb. 1 zeigt
die Titrationskurve einer 1°/jigen Caseinlosung.

Wir sehen, dass die Pufferwirkung zwischen pal 1 und 4,5 sowie paH 9
und 14 sehr gross ist, wihrend sie klein zwischen paH 4,5 und 9 ist, wo nur
wenige Gruppen in die Dissoziation treten. Der isoelektrische Punkt des
Caseins entspricht etwa paH 4,8 und hier ist also die Summe der positiven
und der negativen Ladungen ein Maximum insgesamt die Summe der posi-
tiven gleich die Summe der negativen Ladungen.

Vergrossert man die Wasserstoffionenaktivitdt einer Eiweisslésung, so
werden H'-Ionen von Eiweiss aufgenommen, und die Eiweissmolekel werden
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stirker elektropositiv; vermindert man die Wasserstoffionenaktivitat, so
werden H'-Toneri abgegeben, und die Eiweissmolekel werden stirker elektro-
negativ. Bei pH 0—5 spielen sich diese Prozesse hauptsichlich durch
R-CO0" +H ZR-CO0H
ab und bei paH 9—14 durch
R-NH, + H 2R -NH,
ber paH 5—9 sind beide Prozesse von derselben Gréssenordnung.

Da die Eiweissstoffe Amphoionen sind, miissen sich Eiweisssalze an beiden
Seiten des isoelektrischen Punktes bilden konnen; es ist auch S6rensen (1917)
und Sérensen und Palitsch (1923) gelungen, solche Salze darzustellen; sie
konnten Proteinsulfat bzw. Proteinphosphat krystallisieren bei Reaktionen,
die entweder alkalischer oder saurer als die isoelektrische Reaktion waren.
Wie bekannt ist es auch mdéglich, Hémoglobinbicarbonat bei pH etwa 7 aus-
zufillen, eine Reaktion, die erheblich alkalischer als die isoelektrische ist.

Als Amphoionen miissen die aliphatischen Aminoséuren sich in bezug
auf die Aktivitit als Elektrolyte verhalten; das ist auch von Méller und
Faurholt (ref. Bjerrum 1923) und Rérdam (1925) nachgewiesen: die
Aminosguren vermindern die Aktivitit geloster Salze, und ihre eigene Aktivitat
wird von gelosten Salzen vermindert. Da die Amphoionen aber sowohl positiv
als negativ geladen sind, ist die Hemmung schwicher als bei gewdhnlichen
positiven oder negativen Ionen.

Dass die Proteine in derselben Weise reagieren, sehen wir aus den Ver-

“suchen von Mellanby (1905), in denen quantitativ demonstriert wurde, dass
in destilliertem Wasser unlosliches Globulin durch Salzzusatz in Losung zu
bringen ist. Dasselbe gilt in geringerem Grad von dem Hémoglobin, das viel
loslicher in physiologischer Salzlosung als in destilliertem Wasser ist. Da
die Aktivititsinderung der Loslichkeitsinderung umgekehrt proportional ist,
kénnen wir die Versuche als Aktivititsmessungen auffassen. Leitfahigkeits-
bestimmungen zeigen dasselbe: Die Leitfihigkeit von destilliertem Wasser
steigt dem Proteinzusatz proportional und die Leitfahigkeit von Salzwasser
sinkt dem Proteinzusatz proportional (Polanyi 1920, Palmer, Atchley
und R. F. Loeb 1921, H. C. Gram und Culem 1928, Wo. Pauli 1924 und
Atchley und Nichols 1925).

Wenn man durch Anderungen der Wasserstoffionenaktivitit einer Eiweiss-
losung den Ladungssinn der Eiweissmolekel #ndert, ruft man gleichzeitig
Verdnderungen verschiedener anderer physikalischer Eigenschaften des Ei-
welssstoffes hervor (Loslichkeit, Oberflichenspannung, osmotischer Druck
usw.). Dieselben Variationen kann man durch Zufiigen verschiedener Anionen
oder Kationen zu der Losung bewerkstelligen. Die Wirkungsfahigkeit der
Ionen ist scheinbar ohne Beziehung zu den allgemeinen physikalischen Eigen-
schaften der beziiglichen Ionen. Diese Phénomene sind zuerst von Hofmeister
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(1888—89) nachgewiesen. Es ist indessen von J. Loeb (1918—22) zu zeigen
versucht worden, dass diese sog. Hofmeister-Reihen hauptsichlich durch
Anderungen der Wasserstoffionenaktivitit der Losung zu erkliren seien,
und dass die reinen Salzwirkungen der Valenzregel folgen. Loebs Versuche
wurden an verdinnten Gelatinelosungen angestellt, und er mass den osmoti-
schen Druck, die Viscositdt und das Membranpotential; die Versuche in
saurer Losung scheinen sehr schon zu sein; die Versuche in alkalischer Losung
sind aber nicht sehr genau und erlauben nicht weitgehende Schlussfolgerungen.

So einfach wie von Loeb 1918—22 beschrieben, sind die Verhiltnisse
aber keineswegs. Erstens ist die H'-Ionenwirkung beim Eiweiss klein gegen
die Salzwirkung; so fand Mellanby (1905), dass die H'-Ionenfillung von
Globulin nur 8—17°, der durch Salze bewirkten Fillung betrigt; und das
gleiche gilt von vielen anderen Proteinen. Ferner zeigen mehrere Versuche,
dass man in manchen Fillen mit ,,spezifischen‘ Bindungen von Salzen an
Proteine rechnen muss; Michaelis und Rona (1919) fanden, dass Anionen
das Fiallungsoptimum fiir denaturiertes Eieralbumin nach der sauren Seite
von pal 5 verschieben, wahrend Kationen es nach der alkalischen Seite ver-
schieben; Michaelis und v. Szent-Gyorgyi (1920) zeigten dasselbe fiir
‘Casein. Mit Northrops (1922) Mikrokataphoreseapparat unternahmen
J. Loeb und Mitarbeiter (1922—24) eine Reihe von Experimenten iiber
den Einfluss von Salzen auf die Ladung mikroskopisch sichtbarer Eiweiss-
partikel; die Grosse der Ladung wurde mittels der Helmholtz- Lamb-
Perrinschen Formel berechnet. Sie fanden hier, dass verschiedene Ionen —
besonders die polyvalenten — die Partikelladung bis 40 Millivolt zu #ndern
vermdgen, ohne Riicksicht darauf, ob der paH grosser oder kleiner ist als der
paH, der dem isoelektrischen Punkt in salzfreien Proteinlésungen entspricht.
Negative Ionen negativieren den Eiweissstoff, positive Ionen positivieren ihn.

Northrop und Kunitz (1923) stellten einige schoéne Versuche mit
Zinksalzen in Gelatinelosungen an; sie massen die Wasserstoff- und Zink-
ionenaktivitiaten elektrometrisch. Da sie die Zinkionenaktivitit weit geringer
als berechnet fanden, schlossen sie, dass Zink von Gelatine komplex gebunden
wird. Beim Zinkzusatz sinkt der paH (von 4,8—3,95) ; da die Bindung momentan
und reversibel ist, meinten sie ein chemisches Gleichgewicht als Erklirung
des Phianomenes und nicht eine Adsorption annehmen zu miissen. Bis 609/,
des Zinkes wurden als komplex gebunden gefunden.

In einer Reihe von Arbeiten kamen Pauli und Mitarbeiter (1924—25)
zu #hnlichen Resultaten; sie fanden Zn”, Cl' (und H') in grosser Menge an
Glutin und Albumin komplex gebunden.

Wiahrend Michaelis und Mitarbeiter in ihren vielen Makrokata-
phoreseversuchen mit Eiweissstoffen meistens scharfe isoelektrische paH-
Werte nachweisen konnten, fanden Michaelis und Davidsohn 1912 den
isoelektrischen Punkt des Hamoglobins in Kakodylatpuffern = 6,55—7,04
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und in sehr verdiinnten Phosphatpuffern = 6,62—6,92; in stérkeren Salz-
losungen (= 0,1 n Na') wurde aber der p; noch ,,unschirfer* gefunden und
zwar = 5,857,831, Diese Umladung mittels Salzzusatzes deutet in derselben
Richtung wie die obengenannten Versuche.

Sorensen hat die Menge von Hydratwasser in Albuminsulfatkrystallen
(1917) und Albuminphosphatkrystallen (Sérensen wund Palitsch 1923)
bestimmt; das Sulfat enthielt 22°/, und das Phosphat 279/, Hydratwasser.
Sorensen ist der Meinung, dass die Eiweissstoffe auch in Losung dieselben
Mengen Wasser als Hydratwasser binden, d. h., dass die Proteine ver-
schiedene Mengen von Wasser binden je nach der Art und Menge
von Salzen in der Losung, und das bedeutet weiter, dass nicht alles Wasser
einer Proteinldsung als Losungswasser fiir die Salze anzunehmen ist. In kon-
zentrierteren Eiweisslosungen spielt dieses Verhalten eine nicht bedeutungs-
lose Rolle fiir die Berechnungen von Ionen-Aktivitdten in der Losung. Auch
dieses Phinomen deutet stark auf eine ,,spezifische Wirkung des Salzes.

Nach den oben referierten Versuchsergebnissen aus der Literatur wollen
wir schliessen, dass die Eiweissstoffe sich als Ampholyte in Bjerrums Auf-
fassung wverhalten. In vielen Fillen miissen wir ferner damit rechnen, dass
,,spezifische Bindungen“ zwischen gelosten Proteinen und gelosten Salzen
vorkommen; diese Reaktionen scheinen reversible zu sein und sich auf ein
Gleichgewicht einzustellen, bei welchem eine gewisse Menge der beziiglichen
Ionen an das Protein gebunden ist, und eine gewisse Menge frei in Losung
ist. Durch die Bindung eines Kations oder Anions wird erstens eine negative
bzw. positive Ladung des Proteinmolekels neutralisiert: ist das Ion di- oder
polyvalent, so kann man sich denken, dass die Restvalenzen als freie negative
bzw. positive Ladungen an dem Tonen-Proteinmolekel sitzen, oder dass auch
die Restvalenzen entgegengesetzte Ladungen desselben oder eines benach-
barten Proteinmolekels sittigen. In die letztgenannte Richtung deuten die
Salzwirkungen auf die Oxydation von H&moglobin; die Theorie der Aggre-
gation von Hamoglobinmolekeln durch Salze ist zuerst von A. V. Hill
formuliert (1910) (v. 1.) worden.

Ausser dieser sozusagen direkten Umladung des Proteinmolekiils durch
die Bindung eines Ions an eine bestimmte Saure- oder Basengruppe muss
man indessen auch eine andere Art von Ladungsénderung erwarten, und zwar
durch Beeinflussung der Dissoziationsneigung benachbarter Sdure- und
Basengruppen auf das Proteinmolekiil. Derartige Anderungen der Disso-
ziationskonstante einer Sdure- oder Basengruppe durch Einfihrung von
elektropositiven oder -negativen Elementen in das Molekel sind gew6hnlich
bei z. B. Polycarbonséuren, Polyaminen, Polyamino-Polycarbonsguren, Oxy-
sduren, chlor- oder bromsubstituierten Sauren usw. (Vide Bjerrum 1923.)

Das Ionen-Protein-Molekel ist somit nicht bloss als ein Stoff mit anderer
Ladungsqualitit als der reine Proteinstoff in Losungen von derselben Wasser-
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stoffionenaktivitit zu betrachten; sondern es ist ein neuer Stoff mit anderen
Dissoziationskonstanten seiner Sduren- und Basengruppen und deshalb auch
mit anderem isoelektrischen Punkt der Wasserstoffionenaktivitit gegentiber.

Einen ganz analogen Vorgang treffen wir in der Oxydation des Hé&amo-
globins; nur ist das zu bindende O, kein Elektrolyt, sondern eine nicht geladene
Molekiilart; diese Oxydation des Hamoglobins ist aber auch ein reversibler
Prozess, der eine Funktion des O,-Druckes (d. h. der O,-Konzentration) ist;
und das Reaktionsprodukt — das Oxyhémoglobin — ist ein neuer Stoff: er
hat einen anderen isoelektrischen Punkt, er ist vielmehr elektronegativ oder —
wie man gewdhnlich sagt — er ist eine stirkere Séiure als das reduzierte Héamo-
globin.

Versuchen wir diesen Verhéltnissen einen mathematischen Ausdruck
zu geben; wir werden hier nach Bronsted (1923) sowohl die Saure- als
die Amindissoziation als Wasserstoffionendissoziationen schreiben

a[H]-a[R-C00T _ ;. a[H]-a[R-NHy]_

a[R-COOH] “  a[R-NH;]

und ibrigens der Bjerrumschen Auffassung folgen. Bei unendlicher Ver-
diinnung koénnen wir Aktivitdten = Konzentrationen setzen:

a[H7]-a[A"] _ [H']-[A"]

Ks

Ke=""am] T @]
1 o _ alH1-a[A7 _[H].[A]
"= A A7)
J =K. Kg

In Gegenwart von Salzen werden die Aktivitdten der Ionen wegen der
elektrostatischen Einwirkungen vermindert, und die Konzentrationen miissen
mit den zugehorigen Aktivitidtskoeffizienten multipliziert werden;

_ X[H]-y[A"] ¢ [H7]-[A"]
Ko TN und Ko, = 7N

2. x[H7]-u[A] [H]-[A]
K; = YIAT und Kz, = [A]

3= yKe - Kay

indem K,,, Ky, und J, neue Konstanten sind, die die thermodynamischen
Konstanten K,, K; und J sowie die Aktivitdtskorrektionen einschliessen.
A Binden sich etwaige Ionen (oder nicht geladene Stoffe) in der einen
oder anderen Weise ,,spezifisch* an die einen oder anderen Arten der Amino-
sdureionen und ist die Bindung den Aktivititen der Komponenten dem Massen-
wirkungsgesetz gemiss proportional, — dann haben wir:

ay-al

ag

=K,

wo X = die Aminoséiurekomponente, S = den ,,spezifisch’ zu bindenden Stoff,
C = die ,,spezifische” Verbindung, x, s und ¢ = die beztiglichen Molekiilzahlen,
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mit welchen die Komponenten an der Reaktion teilnehmen und K, = die
Gleichgewichtskonstante der ,,spezifischen” Bindung sind.
Wir miissen die entsprechenden Korrektionen in (2) einfithren:

_ [H]-[A"]
Ko ="l

3. _ [H]-[A"]
Kegpo = AT

o= VKo Kgyo
Wie oben erwihnt, miissen wir indessen noch eine Art von Anderungen
der Dissoziationskonstanten erwarten, und zwar durch die wegen der ,,spezi-
fischen‘* Bindungen geinderten elektrostatischen Verhiltnisse in den Amino-
séuremolekeln.
Fiihren wir Korrektionen (u) fiir diese Anderungen in (8) ein, kriegen wir

[K _ [H][47]

(H SAHAL]
4. 1-[A
Kgyou =0
.
J you = VKam'Kﬂww
Fiir eine Polyamino-Polycarbonsiure wie ein Kiweissstoff miissen wir
analog fiir den isoelektrischen Punkt die folgenden Formeln haben:

In reinem Wasser:
5. J =YK, + Ko, — — — —Kgg)- (Kp, + Kg, — — — Ksy) = V2K - 2K
pZKa + p EKﬁ

2

pJ =

(wo S = Anzahl Siuregruppen und N = Anzahl Basengruppen)
und in reaktionskomponentenhaltigen Salzlosungen :

6. J you = I/wa; + Kawm + - Ktwv.uS) : (Kﬂwm + Kﬁwm"‘ -~ KﬂwuN )
=V ZKayou- 2Kgyou

pZKayay -+ ZK!’WM
2

PJyou =

Aus (5) und (6) erhellt, dass das,,Stoff**-Protein-Molekiil als eine wirklich
neue Molekiilart anzusehen ist, indem die Korrektionsfaktoren ¢ und u nicht
bloss dussere physikalische Einfliisse (wie 9), sondern intramolekulare Affini-
tdtséinderungen berticksichtigen.

In meinen Donnan-Versuchen habe ich nachgewiesen, dass in Hamo-
globin-CO,-Losungen:

1. Die Hamoglobinmolekel elektronegativiert werden, indem der iso-
elektrische Punkt zur sauren Seite verschoben ist, und bei den vorhandenen
Wasserstoffionenaktivitaten die elektrische Ladung der Molekel negativer als
in isohydrischen Lésungen ohne CO, ist;
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2. ein Teil des vorhandenen Total-CO, in einer nicht zum Bicarbonat-
System gehorenden Form zu finden ist.

Aktivitatstheoretische Erwigungen sowie die Resultate meiner ,,Jx-
plosions‘‘-Analysen erlauben uns den ,,verschwundenen Teil des Total-CO,
als an den Hamoglobinmolekeln komplex gebunden anzusehen. Vom eiweiss-
chemischen Gesichtspunkt aus ist dieses Phénomen also nur als ein neues
Beispiel der in diesem Kapitel mitgeteilten Ergebnisse zu betrachten.

III. Uber die ,Dissoziation des CO,“.

Spiround J. L. Henderson sowie J. L. Henderson (1908—09) waren
die ersten, die das Massenwirkungsgesetz fiir die Dissoziation des CO, und des
Bicarbonats im Organismus in Anwendung brachten. Hasselbalch (1916)
filhrte den Gedanken weiter und arbeitete seine Methode zur pg-Bestimmung
im Blut mittels volumetrischer Messung des CO, aus.

Es scheint lohnend zu sein, von einer rein chronologischen Darstellung
abzuweichen und an dieser Stelle einige allgemeine Bemerkungen iiber die
Frage vorauszuschicken.

Wenn eine wisserige Salzlosung mit einer CO,-haltigen Gasphase kom-
munisiert, lost sich etwas von dem CO, im Wasser; beim Gleichgewicht gilt
Vol.-% gelostes CO,  mM [gelostes CO,1-7,60

¥co, - ®co, - 2,24 = feos

7,60
wo @ = Druck in der Gasphase in mm Hg, ¢ = Bunsenscher Absorptions-
koeffizient.

Ein Teil des gelosten CO, wird hydratisiert

0. [H,00,] _

[CO,] [H,0]
oder — da die Konzentration des Wassers als konstant und = 1 angesehen
werden kann

1.

[H, CO4]
3. [Saimt Tt} Y.
[002] KHydrat
Die Kohlensédure dissoziiert in Wasserstoff- und Bicarbonationen
H']-[HCO,]
4. [—’% =K ohlens#ure
[T,CO,] Kohlensé
und durch Multiplikation mit (3)

H].[HCO'
5. [—‘][C[ﬁi] = KKohIens&ure X KH.vdrat = KI
samt *
6 1 1 [HOOG]
nd [H] Ki [CO,]

HCO’
7. Pr = Px1+ log [—[go_j]
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Diese Gleichungen haben nur Giiltigkeit in unendlich verdiinnten Lsungen,
wo Aktivititen = Konzentrationen zu setzen sind; in endlich verdiinnten Lo-
sungen, wo das nicht der Fall ist, miissen die verschiedenen Konzentrationen
mit gehorigen Aktivititskoeffizienten korrigiert werden, x, y und z fir bzw.
Wasserstoff- und Bicarbonationen samt CO,

8 1 1 y[HCO]
’ x[H] Ki z[CO,]

Es 1st erlaubt, damit zu rechnen, dass x, y und z konstante Grissen bei
gegebener Ionenstirke und konstanter Temperatur sind, und wir kiénnen
deshalb aus K;und den Aktivititskoeffizienten eine neue Konstante, K *, bilden

1 1 [HCO%]
[H] ™ K [COe]

Da es die letzten Jahre allgemein iiblich geworden ist mit der Wasser-
stoffionenaktivitit (und paH) statt der Wasserstoffionenkonzentration (und pg)
zu rechnen, werden wir nur y und z in K;* einschliessen, also:

1 1 [HCO]

> a[H]~ K [00;]
sowie
. [HCO',]
10. p&H =pxk1* + IOg W
Da
11. [HCO’5] + [CO,] =[Kohlensiure-CO,]

kriegen wir aus (1), (10) und (11)
(Vol.-%)y (HOO')-CO,) - 7,6

12. paH =pgr* + log 7 00 100

((Vol.-"/0 Kohlensgure-CO,) -:- %> -7,6
— pKI* + log _ L _ . R S

Pco.- dco,
18. = pxr* + log »
indem wir den Bruch = ¥ setzen
ago, 18t von Bohr und Bock (1894) fiir reines Wasser und von Geffcken
(1904) auch fiir Elektrolytlosungen gemessen. Nach Bohr und Bock haben wir
7 - 15°C | 18°C | 388°C
aco,wasser | 1,019 | 1,000 0,555
Nach Geffcken konnen wir schitzen, dass ago, eine geradlinige Funktion
von der Ionenstérke bis Stiarken von 0,3 der folgenden Gleichung gemiiss ist:

ACO0,-Salz = 0C0,-Wasser * (1-+-0,19 [u)
wo u = lonenstdrke pr. 1000 g Wasser.
Setzen wir den Aktivititskoeffizient z, des CO, in reinem Wasser = 1,
dann 1st z in Salzlésungen
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1
PT1=019
und . 1
pz = —-log 120,19 4
Bei Ionenstirken von 0,1—0,2 betragt somit z nur 1,02—1,04 und pz nur —-,0,01
— 0,02, Grossen, die wir vernachlissigen konnen. ‘

Den Aktivititskoeffizienten der Bicarbonationen kénnen wir aus
Hastings und Sendroy (1925).sowie Stadie und Hawes (1928)
Messungen kalkulieren

py = (0,52 +0,02) /pu
indem diese Formel sowohl fiir 18° als 38° als anndhernd richtig anzusehen
ist (cf. Warburg 1922, p. 242). Bei Ionenstirken von 0,1—0,2 betrigt somit
y 0,69—0,59 und py 0,16—0,23.
Der Wert von pg; ist von Warburg (1922)

pPrr = 6,51 (18° C)
= 6,33 (38° C)

von Hastings und Sendroy sowie von Stadie und Hawes
Pxr = 6,33 (38° C)

extrapoliert aus Versuchen mit elektrometrischer paH-Messung und volumetri-
scher CO,-Messung in verdiinnten Salzldsungen.

Mit unseren heutigen theoretischen und experimentellen Erfahrungen
kann gesagt werden, dass die Anwendung des Massenwirkungsausdruckes
auf die ,,Dissoziation des CO,’‘ in verdiinnten Salzlgsungen auf recht festem
Boden steht.

Wir wollen nunmehr die Verhiltnisse im Lésungswasser von Hamo-
globinlésungen betrachten. Wir miissen hier einige Annahmen machen, die
wir nicht beweisen konnen, sondern nur als wahrscheinliche Méglichkeiten
voraussetzen: '

1. Wir nehmen an, dass die Aktivititen von CO, und HCO’; dieselben
im Logsungswasser wie in proteinfreien Salzlosungen von derselben Ionen-
starke sind;

2. wir nehmen an, dass die Hamoglobinmolekel wegen ihrer Grosse
nur als monovalentes Ion die Aktivititen des CO, und des HCO’; beeinflusst.

In meinen vorliufigen Mitteilungen wurde nachgewiesen, dass ein Teil
der in Himoglobinlosungen vorhandenen CO, als an das Hamoglobin kom-
plex gebunden zu betrachten ist. Die Komplexbindung ist eine Funktion der
Himoglobin- und CO,-Konzentrationen und paH:

[Komplex-CO,] =T([Hb], ¢co., aco,, pal)
Die Gleichungen (12 und 13) miissen daher korrigiert werden:

14. paH =pxr™* +
lo 7.6 (Vol.-%/, Total - CO,) - @co, @co, <+ 7,6 - F([Hb], ¢co, - aco,- paH)
& ©c0, * 4C0, '

Asher - Spiro, Ergebnisse der Physiologie. XXVIII. Henriques. 2
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=pgr* + log v

wahrend

7,6 (VOl.-O/o Total - 002) “+ Qco, Aco
15. paH= log 10 (Yolo Total-£0;) = o, -aco,
paH +log ¥co, - ¢Co,

16. =+10g (w+ 2

wo y = (—16 )~F([Hb], ©co,s 2c0, paH).-— 1st also gar keine
@co, * %co,

Kohlens#iurekonstante, sondern bestenfalls eine die Kohlensiurekonstante

und die Komplexbindungskonstante einschliessende ,,Konstante®.

Es ist hieraus ersichtlich, dass man nicht pg* im Losungswasser von
Hamoglobinldsungen mittels gleichzeitiger Messung von paH, ¢go, und Total-
CO, (mit bekanntem Wert von ago,) bestimmen kann. Denn was man als
v ansieht, ist ja (¥ 4+ x). Das heisst: Die so gefundenen Werte von pg* sind
(bestenfalls) um

17. [log (y + ) +log v]
zu klein. Die Berechnungen miissen sicher noch verwickelter sein; wir
kennen ja gar nicht die Anderung der ,,Siurenstirke des Himoglobins
durch die Komplexbindung des CO, und auch nicht den Einfluss der
Pufferwirkung des Hamoglobins. Die unten referierten Versuche bestitigen
diese Vermutung.

Hasselbalch (1916), Warburg (1922) und van Slykeund Mitarbeiter
(1928) hatten vereinzelte Versuche derartiger pg;*-Bestimmungen in Hamo-
globinlgsungen angestellt; sie fanden ungefihr dieselben Werte wie in Salz-
l6sungen von denselben Ionenstirken. Der erste Versuch mit zuverlassiger
Technik (s. 8. 40) wurde von van Slyke, Hastings, Murray und Sendroy
(1925) ausgefithrt; sie fanden pg;* etwa 0,20 kleiner in Erythrocytenbrei als
in proteinfreien Losungen. Die ersten rationellen Versuche sind von Stadie
und Hawes (1928) angestellt; auch sie fanden pgy* viel kleiner in Hamo-
globinlosungen. Sie setzten voraus, dass CO, nicht komplex gebunden werde,
sowie dass Hamoglobinbicarbonat total dissoziert sei. Die starke Verkleinerung
des pgy™ schrieben sie auf Rechnung des aktivitatshemmenden Einflusses
der Héamoglobinmolekel. Sie nahmen an, dass die Aktivititshemmung der
Bicarbonationen in zwei Arten zu teilen wire:

1. Die Aktivititsverkleinerung, die von den Hamoglobinmolekeln ausgeiibt werde, und
die folgenderweise zu definieren sei

pKI* =Pg1 + PYrotai
PYrotal = PYsatz” + PYHD

PYEb = PYrotal = PYsalz"
WO DPY¥g,1.* = DYg,), in Himoglobinlésungen ist.
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Aus den vielen schonen Versuchen berechneten sie
PYap=2¢ [Hb]
d. h.: py, ist eine geradlinige Funktion der Konzentration des Hidmoglobins und nicht —
wie gewohnlich bei Aktivititskoeffizienten — der Quadratwurzel der Konzentration.
2. Das Héamoglobin wirkt nicht bloss aktivititsverkleinernd auf die Bicarbonationen,

sondern auf alle vorhanderen Ionen. Aus den Versuchen schlossen Stadie und Hawes, dass
das Wirkungsvermdgen der Salze sehr stark gehemmt sei; wahrend in proteinfreien Lésungen

PYsa, =054 VI
gilt (I" = Tonenstirke pro Liter!), so fanden sie in Himoglobinlésungen

PYsatz = PYrotal = PYmp
=(0,54 = o [Hb]) VT"

wo (zum Beispiel)
0,12 —— bei [20 mM red. Hb]
0,33 —— bei [10 mM red. Hb]
0,31 —— bei [20 mM Hb - CO]
0,43 —— bei [10 mM Hb-CO]
also eine kolossale Verkleinerung des Grund- )
werts (0,54). Abb. 2 zeigt die von Stadie A7
und Hawes angenommenen Variationen &3
von pxy* mit Hamoglobinkonzentration und
Tonenstirke. Bei Ionenstirke = 0 sind

prr =638 ] | Dif. .42

(0,54 — o [Hb]) =

[ | | |
|- T

£

| |
a&;;fﬁ,«g
o

Prr*. 20 mM - red . Hb =391 ¢ J
PKr*. 20 mM - Hb.co = 6,08 } Dif. 0.25 &7

20 mM [Hb] entspricht der Durchschnitts-
konzentration in Menschenerythrocyten; ,,
Hb - CO verhalte sich wie Hb- O,. Die be-
sprochene Verkleinerung der Salzwirkung ist 1 T
direkt aus der Abbildung ersichtlich. S9m——— 'ﬁﬁa"’?tmm; | S

T ——x
—_——

| i — A

Drei Punkte sind hier hervor- —t 1 1 | _ .
| | |
zuheben: : 58 % T —T | a;' g s
. . . d ’} 4 4 45 4
1. Es ist schwierig zu verstehen, Z
K Stadi 1 H . . Abb. 2. Nach Stadie und Hawes’ Versuchen der
wle Stadle unc awes, sOwie 1n Messung von ,,pKr* des CO,*‘ in Himoglobinlésungen.
der letzten Publikation Stadie es
als wahrscheinlich annehmen konnten, dass die Gegenwart von 20 mM redu-
ziertes Hamoglobin eine so enorme Verkleinerung der Aktivitat der Bicarbo-
nationen zu bewerkstelligen vermége wie bis (antilog — 0,42) x 100 = 389/,
des Wertes bei Himoglobinkonzentration = 0. Das wiirde (falls Extrapolation
zuldssig wire) der Wirkung einer Ionenstiarke von 0,83 entsprechen, oder — da

I' =} 2 (Valenz)*-[Konzentration]

—es wiirde notwendig machen, dass man den Hamoglobinmolekeln den Akti-
vitatseinfluss von Ionen mit einer Durchschnittsvalenz von 9,4 zuschriebe.
Stadie meint selbst (S. 312), dass die Hamoglobinmolekel nur wie mono-
valente Ionen wirken, und fithrt als Stiitze dieser Anschauung einen Versuch
an, wWo pygp sich nicht #nderte, trotzdem das Hamoglobin bei Basenzusatz

viel elektronegativer geworden war. Wenn aber diese letztgenannte Annahme
P

=
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richtig ist (und das glaube ich mit Stadie), dann muss Stadies erstzitierte
Annahme unrichtig sein. In derselben Richtung deutet das Verhalten des
Hb-CO; hier wiirde die ,,Aktivititshemmung* nur py = 0,25 entsprechen,
oder 569, vom Wert in hémoglobinfreier Losung; wie oben umgerechnet,
entspricht das der Wirkung einer lonenstirke von 0,68, oder man miisste
den Hamoglobinmolekeln eine Durchschnittsvalenz von 8,2 beilegen. Es
1st doch als ganz unwahrscheinlich anzusehen, dass die Einfihrung von einem
Molekel CO in das Hamoglobinmolekel eine so enorme Anderung des ,,Valenz*-
oder ,,Aktivitatseinflusses herbeifithre, wihrend die Elektronegativierung
durch Basenzusatz keine merkbare Wirkung austibt.

Stadie (8. 314) sieht auch ganz klar die Méglichkeit einer speziellen
Bindung von Kohlensdure an Himoglobin und schreibt, dass seine Berech-
nungen in dem Fall teilweise oder vollstindig modifiziert werden mdiissen.

Meines Erachtens ist diese letzte Moglichkeit der einzige natiirliche Schluss
aus Stadie und Hawes ausgezeichneten Versuchen, und ich kénnte mir nicht
eine bessere Bestiatigung meiner Nachweise und Theorie des Carbhdmoglobins
wiinschen.

2. Der von Stadie und Hawes nachgewiesene Unterschied zwischen
den ,,Aktivitatseinfliissen‘ von reduziertem und Kohlenoxydhdmoglobin kann
ich deshalb auch nur als eine vorziigliche Bestéitigung meiner Versuche
auffassen, da ich den Unterschied zwischen den Komplexbindungsver-
mogen von reduziertem und Oxyhédmoglobin demonstriert habe.

8. Die von Stadie und Hawes nachgewiesene ,,Hemmung* des aktivi-
tatsvermindernden Einflusses der vorhandenen Ionenstirke (d. h. der Chlor-
und Natriumionen) kann meiner Meinung nach wegen derselben Betrachtungen
wie sub (1) auch nur in der Weise erklart werden, dass ein Teil der genannten
Tonen am Hamoglobin komplex gebunden ist; dieses Verhalten ist somit als
eine Bestitigung meines Nachweises dieser Komplexbindungen zu rechnen.

Da Stadie und Hawes nicht die Aktivitdten der drei Ionenarten direkt
gemessen haben, ist es leider unmoglich, die Komplexbindungsgrade aus ihren
Versuchen zu berechnen. Das einzige, was man feststellen kann, ist, dass thr
Berechnungsmodus nicht haltbar ist; aus Abb. 2 (nach ihrer Abb. 14 wieder-
gegeben) geht hervor, dass sie meinen

PYsalz - Wasser = 0,54 ]/T_

DY salz. 20my my. co = 0,81 Y1

DY salz- 20 mt red. 7wy = 0.12 YT
das wiirde aber bedeuten, dass die Salzwirkung in den 20 mM-Losungen von
Hb - CO und reduziertem Hémoglobinnur 33 bzw. 59/, der Wirkung in protein-
freien Losungen betriige; und das ist unmoglich.

Nach Stadie und Hawes Anschauungen wiirde man somit haben:
20 mM pr. Liter von Hb - CO und reduziertem Himoglobin setzen die Aktivitét
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der monovalenten Bicarbonationen auf 56°/, bzw. 389/, ihrer Aktivitit in
reinem Wasser herab, wihrend sie die Aktivitit der gleichfalls monovalenten
Chlor- und Natriumionen auf 339/, bzw. 5%/, threr Aktivitit in reinem Wasser
herabsetzen. Allein diese grosse Nichtiibereinstimmung verurteilt die Hypothese
von Stadie und Hawes: Die Hamoglobin-,, Wirkung‘‘ kannnicht eine generelle,
physikalische, elektrostatische Wirkung sein. In meinen Donnan-Versuchen
habe ich dasselbe Phinomen nachgewiesen und schliesse daraus, dass Hamo-
globin spezifisch auf die verschiedenen Molekiilarten wirken muss, und dass
diese Wirkung am wahrscheinlichsten als eine Komplexbindung zu deuten ist.

Stadie und Hawes haben versucht, alle Funktionen als geradlinige
darzustellen; eine nghere Untersuchung der Punkte in ihren Abbildungen
ergibt indessen, dass man ebensogut — oder besser — die meisten geraden
Linien (zu mindestens auf grossen Strecken) durch gebogene Kurven ersetzen
kann. Das wirde auch besser sowohl mit meinen Donnan-Versuchen wie
mit meinen Explosionsanalysen iibereinstimmen, indem ich die Komplex-
bindung als recht verwickelte Funktion gefunden habe.

Wenn somit auch die ausgezeichneten Versuche von Stadie und Hawes
sich nicht fiir eine quantitative Auswertung der vielen einzelnen Faktoren
eignen, so behalten sie doch ihre entschiedene Bedeutung als qualitativer
Beweis der Komplexbindung. Ferner ist Stadies Hervorheben von der
Bedeutung der Diélektrizitdtskonstante der H#émoglobinmolekel fiir die
Aktivitatsverhiltnisse der Losung von grossem Wert; es liegt aber ausser
dem Plan vorliegender Arbeit diese Probleme weiter zu ergrtern.

1V. Einige Daten aus der physikalischen Chemie
des Himoglobins.
Es liegt in der Literatur eine Reihe von Elementaranalysen von ver-
schiedenen Hiamoglobinsorten vor; die meisten sind in den letzten Jahrzehnten

des vorigen Jahrhunderts ausgefiihrt worden; hier werden nach Hammarsten
folgende Analysen als Beispiele angefiihrt:

Tabelle 4.
Hémoglobin von C H ’ N S Fe 0]

Hund . . . . .. .. 53,85 | 7,32 116,1710,39 10,43 [21,84 Hoppe-Seyler

e e e e 54,57 | 7,22 | 16,38 | 0,568 | 0,336 20,93 Jacquet
Pferd . . . . . . .. 54,87 | 6,97 | 17,310,650 | 0,470 | 19,73 Kossel

s e e e e 51,15 | 6,76 | 17,94 | 0,390 | 0,335 |23,43 Zinoffsky
Rind . . . . .. .. 54,66 | 7,25 | 17,70 | 0,447 | 0,400 19,543 Hiifner
Schwein . . . . . . . 54,17 | 7,38 | 16,23 | 0,660 | 0,430 {21,360 Otto

sy e e e e e 54,71 | 7,38 | 17,43 10,479 | 0,399 }19,602 Hiifner
Meerschweinchen . . . |54,12 | 7,36 16,78(0,580 0,480 |20,680 Hoppe-Seyler
Eichhérnchen . . . . }54,09 7,39 | 16,09 | 0,400 | 0,590 | 21,440 '
Gans . . . . .. .. 54,26 | 7,10 | 16,21 | 0,540 | 0,430 {20,690 .
Huhn . . . . .. .. 52,47 | 7,19 |16,45 0,857 ' 0,335 22,500 Jacquet
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Es geht aus der Tabelle hervor, dass die Analysenwerte im grossen und
ganzen ibereinstimmen, aber keineswegs identisch sind. Vielleicht kommen
somit verschiedene Hémoglobine vor. Man muss indessen bedenken, dass
weder (und besonders) die Darstellungs- noch die Analysenmethoden ideale
waren. Aus dem Eisengehalt berechnete Hiifner (1907) das Molekulargewicht
zu am mindesten 16,669.

Schon 1894 behauptete Hiifner, dass die Sauerstoffkapazitit des Hamo-
globins eine konstante sei, und zwar 1,34 cm3 O, pr. g Hamoglobin, was
1 mol O, pr. Gramatom Fe entspricht. Demgegeniiber meinte Bohr (1892
und spiter), dass die vielen damaligen Analysen iiber die Sauerstoffkapazitit
unter sich so wenig tiibereinstimmend wiren, dass es sich nicht um Ver-
suchsfehler handeln konnte, sondern Ausdruck reeller Verschiedenheiten der
verschiedenen Hamoglobinpriparate sein miissten.

Die Frage wurde erst 1912 und 1918 von R. A. Peters und Burns
durch eine Reihe schéner Versuche mit verbesserter Technik zugunsten der
Hiifnerschen Hypothese geklart.

Hiifner (1901) war auch der erste, der das Massenwirkungsgesetz auf die
Sauerstoftbindung des Himoglobins in Anwendung zu bringen versuchte.
Schon 1890 hatte Hiifner das Gesetz fir die Sauerstoffabspaltung aus Oxy-
hamoglobinlésungen durch Schiitteln mit Stickstoff entwickelt und hatte
gezeigt, dass sie nicht eine einfache chemische Reaktion, sondern aus zwel
Prozessen zusammengesetzt ist: 1. HbO,'s Dissoziation in Hb und O, somit
2. die Verteilung des O, zwischen Losung und Luftphase. Fir den Prozess I
gilt das Massenwirkungsgesetz

[HbO,]

[mbI[0,] ~ &

der Prozess IT ist heterogen und folgt dem Absorptionsgesetz

at- 9o
760

Vol. absorp. Gas =

wo a, = Bunsens Absorptionskoeffizient ber der Temperatur t, und o =
der Partialdruck des Sauerstoffes in der Gasphase beim Gleichgewicht. Da
Bunsens Koeffizienten absolute Mengen und nicht Molekularkonzentrationen
angeben, rechnete Hiifner mit gram Hamoglobin pr. Volumeneinheit.

Es seien
Co = geldstes HbO,

CR = T} Hb
a4 Po
760 ~ O
so bekommt man
C, 760
© =K
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oder
Co K-a

Cyogo ~ 00
indem % konstant bei konstanter Temperatur ist.

Auf der Basis einer Reihe von Sittigungsversuchen (die nicht wenig
hinsichtlich der Genauigkeit zu wiinschen iibrig lassen) bestimmte Hiifner
eine ,,Durchschnitts*‘-s, trotz Abweichungen vom Mittelwerte von 40°/y;
bei recht mangelhaften Sattigungsversuchen in Methdmoglobinlgsungen
bestimmte er e, und da

K‘ac 700
= T80

berechnete er einen Durch-
schnittswert fir die Affinitéats-
konstante K des Oxyhamoglo-
bins. Er nahm weiter an, dass
diese Affinitdtskonstante eine
konstante Grosse sei, und dass
die AbWeiChungen in den Ver- g w20 a0 {{IL? 50 50‘ 0 80 %0 W0 M 2g 130 ?@ 50 760
suchen aus Variationen in a ver- -y

: . Abb. 3. Nach Hiifners rechtwinkeliger Hyperbel fiir die
ursacht seien; mit ,bekannten® Dissoziationskurve des Oxyhdmoglobins.
‘Werten fiir # und ,,bekanntem®’
Wert fiir K berechnete er somit die Variationen von a zu 0,010—0,018, was
er sich als ganz wahrscheinlich vorstellte.

Ist x = das Dissoziationsprozent des HbO, und wird mit dem Durch-
schnittswert von % (= 0,11) gerechnet, dann sollte man aus der Gleichung

100 — x
X-@o
den Sittigungsgrad einer Hamoglobinlgsung oder eines Blutes bei variierten
Sauerstoffdrucken berechnen konnen; die Gleichung ist die Formel einer
rechtwinkeligen Hyperbel (Abb. 3).

Wihrend der theoretische Gedankengang Hiifners hinsichtlich der
Anwendung des Massenwirkungsgesetzes korrekt zu sein scheint, war seine
experimentelle Verifikation nicht ausreichend.

= %
tbéca‘é

S &

Sauerstof satigungsprozent
Uy
=

)
=

1 [ 1 |

3

=75n=0,11

Die ersten guten Versuche iiber die Sauerstoffbindung des Hémoglobins
mit einer zuverlissigen Technik [Kroghs (1904)] wurden von Bohr, Hassel-
balch und Krogh (1904) versifentlicht; sie massen den Sauerstoffsattigungs-
grad des Blutes bei variierten O,- und CO,-Drucken und zeigten, dass die
Kurven nicht rechtwinkelige Hyperbeln sind, dass CO, den O, aus dem Hémo-
globin (bei O,-Drucken unter etwa 100 mm Hg) treibt, um so mehr je hoher der
CO,-Druck ist, dass ferner der Prozess reversibel ist, indem die Kurve zurtick
zur Norm kehrt, wenn das CO, beseitigt wird (Abb. 4).
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Die meisten von Bohrs Ansichten iiber das Hidmoglobin miissen wir
heute ausser Acht lassen, da sie auf fehlerhafte Versuche gegriindet waren;
nur seine Theorie der Sauerstoffbindung des Hamoglobins (1904) wird hier

nach seinem Aufsatz in Nagels Handbuch (1909) wiedergegeben.
Bohr meinte, dass

? ; das krystallisierte, freie
- ——————===  Himoglobin verschieden
:3, “7 | wvon dem in den Ery-
G throcyten vorkommenden
™ wire, weshalb er zum
60 Unterscheiden das letzte
—t Himochrom  mnannte;
“0 e das H#amochrom dachte
er sich aus wechselnden
20 4| Mengen von Globin und
| . . . | | Himochromogen zusam-
I O O mengesetzt; die CO,-Bin-

0 20w & 80 w0 2ommG;

dung sollte an die Basen-
Abb. 4. Nach Bohr, Hasselbalch und Kroghs Versuchen iiber 8 .
die Wirkung des CO, auf die Dissoziation des Oxyhimoglobins. gruppen des Globins wvor

sich gehen, wihrend der
Sauerstoif an das eisenhaltige Hémochromogen gebunden wiirde. Bohr machte
,,die wohl unzweifelhafte Annahme®, dass das Hiamochrom in Globin und

Hiamochromogen dissoziert sei
Hchr «<—— Hchrg + Globin

Er setzte:

Der mit O, verb. Teil des Hehrg . . . . . . . . . . . . . . .. ... .. =z

Der nicht mit O, verb. Teil des Hehrg . . . . . . . . e e e e =u
Dissoziertes Globin = dissoziertes Hehr . . . . . . . . . . . . .. . ... =z +u
Nicht-dissoziiertes Hchr . . . . . . O =122z :u
Die Konzentration des Hehr = gra.m pr. cm3 e e e e e =C

mm O, iber der Flussigkeit . . . . . . .. ... .. e e =X

Der Sauerstoffabsorptionskoeffizient . . . . . e e e e e e =a

Da hat man
(Hehrg] - [Globin]

THowr]

und
[Hehrg]- [0, _
[Hehrg-0,] ~ 2
samb
(1) K, -C-(1+-z%u=C-u-C-(u+ z)
oder
K,-(1+z=5u)=C-u-(u+ z)

und a-x

20 C-z=0C.u- ( 760)

Die letzte Gleichung kann umgeschrieben werden:

k.z=u-x2
wo k = eine neue Konstante ist.
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Also

die in (1) eingesetzt

kez? <l + %):KI-[XL(I‘:‘Z)*%Z-I{]

gibt.
Seien ferner:

Die Menge O,, die maximal pr. Gramm Hechr gebunden wird . . . . . . . . .. =B
Die bei x mm O, pr. Gramm Hchr gebundene Menge O, . . . . . . . . . .. =y
dann ist

i=%
Sei endlich

k
K=x 8

kommt man zur Bohrs Gleichung fiir die O,-Bindung des Héamochroms bei variierten
0,-Drucken:
K.C.y2- (1 +3;) =x2.(B+y)© yk.

Dieselbe Gleichung gilt fiir die Aufnahme von CO, durch Hémochrom, nur mit anderen
Konstanten.

Die Gleichung enthiilt zwei unbekannte (K und k), und setzt zwei Molekiile
O, pr. Molekiil Haimochrom voraus. Hierdurch wird die Bindung eine Funktion
zweiten Grades der Sauerstoffkonzentration; dass die Funktion eine ,,exponen-
tielle‘* ist, geht aus der S-Form der Kurven allein hervor; dass aber mehr als
ein Grammol O, pr. Gramatom Ie gebunden sei, ist im Widerspruch mit
allen experimentellen Tatsachen; Bohr selbst gab seine eigene Deutung der
Bindung nur mit Vorbehalt, und er machte auch selbst darauf aufmerksam,
dass die Hypothese iiber die zwei Mol O, pr. Eisenatom nicht mit den Ver-
suchen von Haldane und Smith (1897) iibereinstimmt; sie hatten nach-
gewiesen, dass die Mengen von CO und O,, die Blut aus einer Mischung der
zwei Gase aufnimmt, den Partialdrucken der zwei Gase proportional sind;
nach Bohrs Theorie sollten sie den Quadraten der Drucke proportional sein,
indem

Ko:Zo =uxed
KcoZco =u X ¢gto

Zo _ (_‘120,_)2 « K
Zco gco

Eine weitere Ausarbeitung der Frage wurde von Barcroft und seinen
Schiilern unternommen (1909—14). Nach einer langen Reihe vergeblicher
Versuche gelang es 1909 Barcroft und Camis nachzuweisen, dass die Sauer-
stoffdissoziationskurve dialysiertes Hamoglobin eine rechtwinkelige Hyperbel
ist; 2. dass die Kurve bei Salzzusatz S-férmig wird ; 3. dass dialysiertes Hamo-
olobin — in destilliertem Wasser + Na, K, P,0;, Cl und HCO; in denselben

woraus
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Verhaltnissen und Konzentrationen wie in Menschenerythrocyten gelost —
eine Dissoziationskurve von derselben Form wie Menschenblut gibt; 4. dass
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Abb. 5. Nach Barcroft und Camis’ Versuchen itber Abb. 6. Nach Barcroft und Camis’ Versuchen
die Wirkung von Salzen auf die Dissoziation des {iber Herstellung von ,kiinstlichem* Menschen-

Oxyhémoglobins. und Hundeblut.
dasselbe Hamoglobin — in destilliertem Wasser 4 Salzen in denselben Ver-
haltnissen und Konzentrationen wie in Hundeerythrocyten gelost — eine

Dissoziationskurve von derselben Form

o wie Hundeblut gibt.
Barcroft und Roberts (1909)
% reproduzierten die rechtwinkelige Hyper-
- bel fiir dialysiertes Hamoglobin und
_E:,‘” Bohrs S-formige Kurve fiir #therge-
3 falltes Haimoglobin; Barcroft und King
N (1909) zeigten den Einfluss der Tempe-
ratur auf die Kurve und hoben hervor,
20 dass der grosse Temperaturkoeffizient
tir eine chemische Bindung des Sauer-
4 . — 0 Stoffes und nicht fir die von W. Ost-

mm0z — wald postulierte physikalische Adsorp-

Abb: T&igfa{’%rﬁif;rﬁiﬁ “;:mﬁfagti:e;i‘;dz’; tion spricht; sie diskutierten dabei die

Dissoziation des Oxyhémoglobins (°C). Einwirkung der Fiebertemperatur auf
den Sauerstoffwechsel.

A. V. Hill (1910) suchte eine Formel fiir Barcroft und Camis Kurven
zu berechnen; fiir dialysiertes Hamoglobin in destilliertem Wasser gilt die
einfache Hifnersche Gleichung fiir eine rechtwinklige Hyperbel

¥y _ Kx
100 ~ 14+ Kx

wo y = Sauerstoffsittigungsprozent, x = mm O,-Druck und K = eine
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Konstante ist, die den Absorptionskoeffizient des Sauerstoffs bei der gegebenen
Temperatur einschliesst; die Gleichung entspricht dem Prozess

Hb 4+ O, =—— HbO,

und der Massenwirkungsgleichung
[Hb]-[0s] _
[HbO,] —
Hill zeigte, dass eine Formel wie
Yo Kaxr
100 1+ K,x»
allgemein fir Barcroft und Camis Kurven iiber die Sauerstoffbindung
von Himoglobin in Salzlésungen anzupassen ist; die Konstante n variiert
zwischen 1 und 8; bel Salzkompositionen wie im Blut war sie etwa 2,5. Fir
den physikalischen Inhalt dieser Formel schlug Hill die folgende Theorie
vor: In destilliertem Wasser geldst sind die Hamoglobinmolekel als Einzel-
molekel vorhanden; in Gegenwart von Salzen aber aggregieren sie, und n
bedeutet die Mittelanzahl von H#moglobinmolekeln pr. Aggregat. Die ent-
sprechende Massenwirkungsgleichung lautet
[Hb, ][0 _ o
[@EbO,)s] —

Man bemerkt, dass die Hillsche Formel von demselben Typus ist wie die
von W. Ostwald (1908) angewandte (experimentelle) Schmidt-Freund-
lichsche Adsorptionsisotherme

X =K .0Om
a

Auf eine chemische Bindung deuten indessen — ausser dem grossen Tem-
peraturkoeffizient (q,y = 3,7) — Peters und Burns Nachweis an konstanten
Sauerstoffkapazitit und Reichert und Browns (1909) krystallographische
Untersuchungen, die Unterschiede in der Krystallstruktur von Hb, HbO,
und Hb - CO zeigten.

1914 wiesen Peters und Barcroft aus Sauerstoffsittigungsversuchen
mit Blut bei verschiedenen CO,-Drucken nach, dass das Verhiltnis zwischen
der Wasserstoffionenkonzentration und der Sauerstoffaffinitiitskonstante des
Hamoglobins konstant ist; in einem Koordinationssystem mit dem py auf
der einen und pKy,, auf der anderen Achse abgetragen ist pKyy, eine Gerade;
n in Hills Formel erschien konstant = 2,5. Demgegeniiber fanden Barcroft
und Means 1914 in Versuchen mit dialysierte m H#moglobin, dass n von
1 bei 0 mm C0,—2,7 bei 67T mm CO, stieg; es war nicht moglich, eine ein-
fache Formel fiir die Abhiangigkeit des n von dem CO,-Druck oder pg abzu-
leiten. Ich lege grosses Gewicht auf diese Wirkung des CO,; sie scheint mir
meine ITypothese der Komplexbindung des COp gut zu stiitzen.



28 0. M. Henriques, Uber Carbhamoglobin.

Im selben Jahr veroffentlichten Christiansen, Douglasund Haldane
eine Reihe von Untersuchungen mit verbesserter Technik, wo gezeigt wurde,
dass oxydiertes Blut betréchtlich weniger CO, als reduziertes Blut aufnimmt
(Abb. 8).

Barcroft und Hill (1910) massen die Reduktionsgeschwindigkeit von
HbO,, wenn durch eine Oxyhidmoglobinlosung N, durchgeblasen wird. In
zwel Versuchsreihen mit dialysiertem Hédmoglobin bestimmten sie ferner die
Affinitéitskonstante bei zwei Temperaturen, und aus van’t Hoffs Isochore

L9t T
K, o "2 T,-T,

berechneten sie

q = 28,000 Kal
Es sei II = die Warmeabgabe, wenn
1 g Hamoglobin sich mit O, ver-
bindet, und q = die grammolekulare
Reaktionswirme, dann haben wir
das Molekulargewicht des IIamo-

| | |
0 70 20 3% w % &0 7 & % w M@ globins = a4 Sie massen II in

mm COs H-

Abb. 8. Nach Christiansen, Douglasund Haldanes einem einfachen Xalorimeter in
Versuchen iiber die Wirkung der Oxydation auf die -
CO,-Aufnabme von Hiémoglobinlésungen. 8 Versuchen und fanden H=1 ,85

Kal, woraus das Molekulargewicht

28,000 . .
des Hiamoglobins ——:% =185 = 15,200. Das stimmt schon mit dem

Hifnerschen Wert aus Eisenanalysen 16,669 und scheint also dahin zu
deuten, dass die Himoglobinmolekel in destilliertem Wasser als Einzelmolekel
vorkommen. Schon vor 1910 lagen einige Versuche iiber Molekulargewichts-
bestimmungen des Himoglobins vor; sie waren alle aus osmotischen
Messungen berechnet; in dieser Weise fanden Reid (1905) etwa 49000,
Hiufner und Gansser (1907) 15000—17000 und Roaf (1909) etwa 30000
fiir ,,reines” Hiamoglobin in destilliertem Wasser und Roaf ferner 32000
in Losungen mit 0,04 n NaHCO; samt 14 000 in Losungen mit 0,04 n
Na, CO;. Spiter hat Adair (1924) den osmotischen Druck von Hémoglobin
in Losungen mit 0,1 n KCI + 0,066 m Na,HPO, (pg = 8) gemessen; um-
gerechnet wiirden diese Versuche auf ein Molekulargewicht von etwa 67 000
hinweisen. 1925 mass Adair den osmotischen Druck von dialysiertem Hémo-
globin und fand auch hier Werte, die einem Molekulargewicht von etwa
66000 entsprechen wiirden. Alle diese osmotischen Bestimmungen sagen aber
meines Erachtens nur wenig ; denn der osmotische Druck ist ja eine verwickelte
Funktion des Proteingehaltes, der Wasserstoff- und Salzionenaktivititen usw.;
ferner treten Donnan-Effekte ein, und all diese Phéanomenen sind nicht oder
nicht geniigend in den besprochenen Versuchen beriicksichtigt.
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1926 haben Svedberg und Fahraeus das Molekulargewicht von Hamo-
globin zu 58 000 & 76 000 berechnet, auf der Grundlage von Versuchen mit
Svedbergs (1923) Centrifugalmethode. Es ist schwierig zu beurteilen, ob
die fiir einfache Sole korrekten Svedbergschen Kalkiile auch fiir Protein-
Amphoionen haltbar sind; die interionischen elektrischen Krifte miissen
sich aller Wahrscheinlichkeit nach wahrend der Zentrifugierung in derselben
Weise geltend machen wie — mutatis mutandis — in einem Donnan-Ver-
such, und die Wasserstoff- und Salzionenaktivitaten miissen deshalb auch hier
von grosser Bedeutung sein; in Svedberg und Fahraeus Versuchen ist aber
keine Riicksicht auf diese Iaktoren
genommen.

Hills thermochemische Berech-
nungen des Molekulargewichtes schei-
nen mir bis heute die plausibelsten zu
sein. Die Berechnungen von Barcroft
und Hill sind aber auch nicht ein-
wandfrei; denn mit der Temperatur
andern sich ausser Ky, auch die Saure-
und Basen - Dissoziationskonstanten,
sowohl von dem Eiweissstoff als den

diffusiblenElektrolyten ; hierbei éndert 072 ¥ § s W NE R LR
sich weiter Py — Brown und Hill Abb. 9. Nach Douglas, Haldane und Haldanes

(1()23) haben ihre Aufmerksamkeit Versuchen itber die Wechsehvirkung von CO und O.
Ve . dem Hamoglobin gegeniiber.
aut diese Punkt‘e gelenkt; s1€ massen Die gestrichelten Kurven zeigen die rechtwinkeligen
1 - : : I, : Hyperbeln, die man erhilt, falls der CO-Druck
mit ¥ ert:elnerter TeChnlk I\H‘“ und .dle gross genug zu voller Sittigung bei 0y-Druck = O
rohe W 'E'ereténung der Oxydamon ist. Die voll aufgezogenen Kurven mit den Marken
. d fb s 1 1 . h zeigen den CO-Sittigungsgrad, falls der CO-Druck
von defibriniertem Blut ber verschie- o e su voller Sattigung bei 0,-Druck = O sei.
denen Temperaturen, berechneten die
Losungswiirme bzw. Dissoziationswirme der verschiedenen Komponenten
der Prozesse und kalkulierten danach die reine Oxydationswérme des Hamo-
globins. Es ergab sich, dass n, die , Aggregationszahl®, im Blut gleich 2,12
mittels dieser kalorimetrischen Versuche gefunden wurde, wihrend sie gleich
2,30 mittels Hills Formel aus der Dissoziationskurve berechnet war. Das
ist eine so gute Ubereinstimmung, wie sie nur zu verlangen ist. Aus einem
noch nicht aufgeklirten Grund ist die rohe Wérmetonung im Blut viel ge-

ringer als in dialysierten Hé@moglobinlosungen.

Hills einfache Aggregationshypothese vermag in befriedigender Weise
die Reaktionen zwischen Hb und O,, sowie zwischen Hb und CO zu erklaren;
sie bestatigt sich dagegen nicht gegeniiber dem Verhalten des Himoglobins
gegen Mischungen der zwel Gase.

Douglas, Haldane und Haldane (1912) bestitigten Haldane und
Smiths (1896) Nachweis, dass Hb die zwei Gase ihren Partialdrucken



30 0. M. Henriques, Uber Carbhamoglobin.

proportional aufnimmt, wenn sie in geniigenden Mengen zu voller Sattigung
vorhanden sind; sie zeigten ferner, dass n in Hills Formel denselben Wert
tiir O, und CO in einem gegebenen Blut hat, und dass nur die Gleichgewichts-
konstanten verschieden sind; sei Z = Hb, - CO, wiirde man eine den S-for-
migen Dissoziationskurven entsprechende Formel

K, /K<oo>
| +K,/K ( %O)

erhalten. Die Versuche gaben indessen eine einfache Formel

K, /Kco

Z:

Z =
1+K1/k OO

die also rechtwinkeligen Hyperbeln und n1cht S-formigen, ,,exponentiellen‘
Dissoziationskurven entspricht.

In Versuchen mit Mischungen von O, 4+ CO in Mengen, die nicht zu
voller S#ttigung des Hamoglobins geniigend sind, zeigten Douglas, Haldane
und Haldane weiter, dass die CO-Aufnahme nicht dem O,-Druck umgekehrt
proportional ist, sondern ein Maximum bei einem bestimmten O,-Druck hat.

Abb. 9 gibt einen der Versuche wieder.

Douglas, Haldane und Haldane versuchten eine Hilfshypothese
aufzustellen; sie nahmen an, dass Hb-Molekel fiir sich aggregieren, wahrend
HbO,- und Hb - CO-Molekel teils jede fiir sich teils mit einander (und mit
gleich grossen Affinitiiten) aggregieren.

Hb+Hb 4. ....———> (Hb), mit Kgpn
Hb. O, -+ Hb.0, = (Hb- 0,),
Hb.CO - Hb-C0——— (Hb-CO), mit Ky
Hb- O, ++ Hb-CO——— (Hb. 0, - Hb-CO0)
Hb-0,+ Hb-CO+Hb-0y 1+ . . . .. — — (Hb-x), mit Ky

Wird angenommen, dass die Hb-Molekel viel stiirker als die Hb - Op- und
Hb - CO-Molekel aggregiert seien, sowie dass die aggregierten Molekel nicht
Gas aufnehmen bzw. abgeben kénnten, dann koénnte man eine Reaktions-
formel mit 3 unbekannten Konstanten aufstellen, die an die Versuchsergebnisse
anzupassen ist.

Hill (1921) suchte Douglas, Haldane und Haldanes Versuche durch
eine Wiederbelebung von Bohrs Hypothese iiber die Dissoziation von Hémo-
globin in Globin und H#amochromogen zu erkliren; (wie schon Douglas,
Haldane und Haldane hervorgehoben hatten, ist jedoch die Existenz von
freiem H&mochromogen im Blut nach unseren Kenntnissen von diesem Stoff
ziemlich unwahrscheinlich). Hill meinte, dass das Gas nur mit den abdisso-
zierten freien Hidmochromogenmolekeln reagiert, und dass diese nicht (oder
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sehr wenig) von den Salzen beeinflusst seien; die Salzwirkung werde nur auf
die Proteinpartikeln ausgeiibt.

Hill gab schliesslich eine Formel fir die ,,Dissoziations’-, die Gas-
bindungs- und die Siuregleichgewichte mit 4 unbekannten Konstanten, die
im FEinklang mit allen experimentellen Ergebnissen zu bringen wére. Hill
schrieb (S. 580):,,..... Let us assume (further) that in the presence of salts
the osmotic pressure of the complex Hb, and of the simple protein (globin) is
reduced to 1/n of its value calculated on the assumption, that one molecule
of hemoglobin contains one atom of iron. This assumption, as will be shown
in a forthcoming paper, can be verified experimentally. It is not necessary
to assume, that this reduction of osmotic pressure is due to aggregation of
the molecules, as was previously done [Hill (1910)]. Any cause whatever
which reduces the osmotic pressure will give an S-shaped dissociation curve,
as can be shown by rigid thermodynamic reasoning.

Das ist kaum richtig; denn die Reaktionsordnung ist von der Anzahl
der Komponenten der Reaktion und nicht von ihrer Aktivitit abhéngig; das
allgemeine Massenwirkungsgesetz bei unendlicher Verdiinnung lautet

c& . Cb . Cd —_—— —
A B D = Konstante

m, on,00 __ .
Gy ¢~ Co

tir die Reaktion
acy-beg-dep — — —< ™ mep-NeyN-0Co — — —
wo ¢ = Konzentration, grosse Buchstaben = Molekularten und kleine Buch-
staben = Anzahl von denjenigen Molekeln, die in die Reaktion hineingeht.
Es sei jetzt die Aktivitat (und also auch der osmotische Druck) eines
oder mehrerer Komponente durch Salzwirkung oder anderswie herabgesetzt;
hezeichnen wir die Aktivitdtskoeifiziente mit griechischen Buchstaben, so

bekommen wir
a,cd . Bbehb . d __
a®-ck - fbch, - ddcd

-~ = Konstante
mem , yN R . (000 . .
pmem - R el - wOeY)

und

Ca,cll);_cd____ A ey 0 — o —

Ao B = ga.po.sd __ _ Konstante — Konstante II-

CM. cN .co._ R

Also:

Durch die Herabsetzung der Aktivitit (und des osmotischen Druckes)
werden die Reaktionsgeschwindigkeiten und damit (vielleicht) die Gleich-
gewichtskonstante gedandert; die Reaktionsordnung bleibt aber dieselbe.

Die S-formige Kurve stellt indessen eine .,exponentielle’” Funktion dar;
und nachdem wir uns nicht die Sauerstoffatome gesplittert denken kénnen,
miissen wir — so weit ich sehen kann — die eine oder die andere Art von
»Aggregation’ der Himoglobinmolekeln annehmen ; die Mechanik der Reaktion
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in ihren Einzelheiten ist jedoch noch nicht als festgestellt anzusehen. Adair
{1925) hat eine andere Erkldrung versucht; wie oben besprochen fand er, dass
das Himoglobin in sowohl salzhaltigem als auch in salzfreiem Wasser einen
osmotischen Druck ausiibe, der einem Eisengehalt von vier Atomen pro Hémo-
globinmolekel entspreche; setze man voraus, 1. dass ein solches Himoglobin-
molekel sich mit einem, zwel, drei oder vier O,-Molekeln verbinden kann
[Hb - Oy — Hb - (0g)y — Hb - (Op); — Hb - (0,),], und 2. dass die Affinitéaten
fiir die Bildungen dieser Verbindungen nicht gleich gross sind, kann man einen
Hillschen Gleichgewichtsausdruck mit n zwischen 1 und 4 erhalten.

Hartridgeund Roughton habenin ihren musterhaften Untersuchungen
(1924—27) iber die Reduktions- und Oxydationsgeschwindigkeiten des
Himoglobins bewiesen, dass die O,-Dissoziationskurven von sehr verdiinnten
Himoglobinlgsungen trotz Gegenwart von Salz beinahe rechtwinkelige Hyper-
beln sind; in sehr verdiinnten Hémoglobinlosungen finde somit keine Aggrega-
tion statt. Hartridge und Roughton zeigten ferner, dass die Reduktion
von Oxyhimoglobin monomolekular und die Oxydation von Himoglobin
bimolekular verlauft. Die Wasserstoffionenaktivitat und die Temperatur iiben
einen grossen Einfluss auf die Reduktionsgeschwindigkeit aus, haben dagegen
nur geringfiigigen Einfluss auf die Oxydationsgeschwindigkeit. Die Variation
der Salzkonzentrationen hatte keine Wirkung aut jede der Geschwindigkeiten
(die Hiamoglobinkonzentrationen m den Versuchen waren aber sehr klein).
Zwischen Sittigungs-Gleichgewichts-Versuchen wund Geschwindigkeits-Ver-
suchen fanden sie gutes Ubereinstimmen. Die absoluten Geschwindigkeiten
waren sehr klein, zwischen 0,01 und 0,001 Sekunde. Die genauen Messungen
von diesen verschwindend kleinen Grossen sind die ersten schonen Resultate
von ihrer genialen Technik.

Der Sauerstoff geht im Blut nur mit dem Himoglobin eine chemische
Verbindung ein; in O,-S#attigungsversuchen ist es daher verhiltnismissig
leicht, die Oxydation zu untersuchen.

Meinem Nachweise zufolge geht auch das Kohlendioxyd eine spezifische
Verbindung mit dem Iamoglobin ein; der Komplexbindungsgrad des CO,
ist aber viel schwieriger zu messen, weil das CO, ausserdem mit dem Wasser
Kohlensgure (Hy COg) und somit Bicarbonat (HCO';) bildet.

Die oben erdrterten Ergebnisse und theoretischen Uberlegungen aus der
Oxydationschemie des Hamoglobins warnen vor zu weittragenden Hypo-
thesen hinsichtlich der genaueren Mechanik der CO,-Komplexbindung.

*

* %

Die ersten Jahre nach Hasselbalchs (1916) Versffentlichung seiner
Methode sammelte sich das Hauptinteresse in Bestimmungen von pg und
Total-CO, im Blute von Gesunden und Kranken. Eine erschopfende Ubersicht
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aller bisherigen Daten gab Warburg (1922), sowie eine kritische Analyse
der verwickelten Verhiltnisse in den zwei zweiphasigen Systemen im Blut:
Serum und Erythrocyten. Warburg fithrte die Aktivititstheorie in die
Biologie ein; hier und in der sehr nétigen kritischen Darstellung liegt sein
orosses Verdienst.

1917 vertfizierte Milroy Hasselbalchs (1916) Nachweis, dass Plasma
ein ungefihr so grosses Puffervermdgen wie eine 0,02 m NaHCO;-Losung
besitzt, wihrend sowohl dialysierte als nicht-dialysierte Erythrocyten einen
viel grosseren Pufferinhalt haben ; der Puffer ist also im H&amoglobin zu finden,
und der Transport des CO, mit dem Blut 20
muss deshalb mittels der Erythrocyten statt-
finden.

1920 nahm J.L.Henderson die Frage
der Wechselwirkung des CO, und O, dem
Hamoglobin gegeniiber der theoretischen
Behandlung auf; er benutzte den Versuch
von Christiansen,Douglas und Haldane
(1914) (Abb. 10) als Ausgangspunkt. Falls _
das Blut bei konstanter Wasserstoffionen- 4 — 5 TEIH]
konzentration (= isohydrisch) aus total redu-  Abb. 10. Nach J.L. Hendersons Kurven
ziertem in den total oxydierten Zustand %“Ofg?a: ?i‘;ch;’;lgzl;ec?j;ls’tfs;e&
ibergeht, geben die Ordinatendifferenzen
zwischen den zwei Kurven die Menge Base an, die Hb - O, von H,CO; nimmt,
weil es eine stiarkere Saure als Hb ist. Henderson nahm an, dass Haldanes
Blut 18 Vol.-%/, O, und auch 18 Vol.-°/, CO, band, eine Annahme, die sicher
nicht richtig ist. Seien S = gebundene CO, und B = monovalente Base, so

hat man

.~ [B-Hb . S
Knp-sawre = Kr = [H']- EH'Hb]] = [H ].m

s [BHBO) o S AAS
Knb.o,-saure—Ko—[H]-m—[H]m

indem /A\S = Base, die von H,CO; bei der Oxydation genommen wird. KEs
sel bemerkt, dass Henderson Hb und Hb - O, als monovalente Siuren schrieb ;
das bedeutet nicht, dass Henderson Hamoglobin und Oxyhédmoglobin als
Siuren mit nur einer Puffersiuregruppe auffasste, sondern bloss dass er es
als wahrscheinlich ansah, dass nur eine Puffersguregruppe im Himoglobin
die Affinititskonstante bei der Oxydation inderte, und er meinte, dass diese
Gruppe in oder in nichster Nahe des Hamochromogenteils zu finden sei.
Werden die in Abb. 10 bezeichneten Wasserstoffionenkonzentrationen

gewihlt, so erhilt man:

Bei [H]=2 X 10-8 — — AS; =6,7

Bei (H'] =6 X 10-8 —— AS, =88

Asher - Spiro, Ergebnisse der Physiologie. XXVIII. Henriques.
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und S, — 182
17918,

Si+6,7 38,4 264

1,3—8,  9.2—8,

woraus
S, =19,64
S, = 5,00
ferner
Kr=2,3 x 10—8
Ko =2 x10-7

Henderson hob hervor, dass die damals zur Verfiigung stehenden experi-
mentellen Daten keine genaue Berechnung erlaubten; er wiinschte nur das
Prinzip zu zeigen.

In den Jahren 1920—25 haben van Slyke und seine vielen Mitarbeiter
in ausgiebigen Versuchsreihen das Himoglobin unter dem von Henderson
angegebenen Gesichtswinkel untersucht.

Als Einleitung gab van Slyke eine klare theoretlsche Darstellung von
der Berechnung der Puffergrosse des Himoglobins mittels Titrierung mit CO..

Die Puffereinheit ist /3
dB

F=1pH

wo B = zugefiigte, monovalente, starke Base, in Mol gemessen. {§ ist positiv beim Zusatz starker
Base (- dB), negativ beim Zusatz starker Siure (—=-d B).
Seien C = Totalkonzentration einer schwachen S#ure
K, = Die Dissoziationskonstante der schwachen Saure bei gegebener Ionenstarke,
so erhalt man

[H]-B
Ba=%1s
und
1. po _Xa-C
Ka+[H)
Da ferner allgemein
dlnx—d— dlogx—04343§§-
so haben wir
a[H"]
dp =—+0,4343 =+
Pe THT
und
dB | [H] 4B dB
2. dpr ¢ o043 amEy — 2% W

Differenzieren wir (1) nach [H-]
dB _ Ka-C
d[H'] — (Ka + [H'])?

und multiplizieren mit - 2,3 [H] [cf. (2)], so erhalten wir

;- 4B 23 Ka [H]-C
dpr ~ (Ka+ [H']?

sowie fiir den molekularen Pufferwert, fy
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By hat ein Maximum bei Ky = [H'], was mittels Differenziation zu verifizieren ist; hier ist

2,
ﬂM=—4—3——0"75
. S. 37 d -
(5. 8 37) un b _ b
M 0,575

Bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen ist Sy :

. 0/o der maximalen
_J)'/e
Bel py b= | Puffergrosse
pr = pK 100°/,
pg = pK £ 1 339/,
rg = pK =2 40/0
pg = pK 3 0,40/0
pg = pK =4 0,04 0/0
. . '3 K
Fiir schwache Basen gilt entsprechend (indem man [OH] mit m und = K ersetzt)
s_dB _,. Kp-[H].0
~dpm (Kp- [H'} + Kw)?

Enthielt die Lésung gleichzeitig mehrere schwache Siuren und Basen, dann werden die
Pufferwirkungen summiert:

('1-Ka C2-Kaz  Os-Kas
f=23-[H1 < Kar+ [H1?2 W (Kag-+ [H]? (Kas + [H'])? +
Cr-Kn1 Cir - KB1x ___ Cx-Kpxn )
(Kpr-[H']+ Kyw? ' (Kpir-[H]1+Kw)?  (Key-[H]+ Ky)?

wo S und N = die Anzahl der S&uren(-gruppen) bzw. der Basen(-gruppen).

Wihrend die Titrierungskurve einer schwachen Saure oder Base S-formig
gekriimmt ist, wird die Kurve einer Mischung von schwachen Sguren (und/oder
Basen) geradlinig auf einer langen Strecke sein, indem die einzelnen Kurven
einander ,iiberlagern”, wenn nur die Dissoziationskonstanten der Sauren
(und/oder Basen) einander gentigend nahe liegen. Dieses gilt fiir Eiweissstoffe
bei physiologischer Wasserstoffionenkonzentration (vgl. Abb. 1).

Bei der Berechnung der Puffer des Blutes setzte van Slyke voraus,
dass nur das Bicarbonat und das Himoglobin von Bedeutung seien, sowie
dass das Hamoglobin bei der normalen Wasserstoffionenkonzentration des
Blutes (pg = etwa 7,4) nur als Sdure (mit der Valenz m) dissoziert sei. Bei
Anderung von py wechselt somit die Base zwischen HCO’; und Hb™?;

Aus seiner Ubersicht der ,,CO,-Carriers of the Blood* (1921) entnahm er
die Zahlen fiir den Basenwechsel bei Anderung von pg von 7—7,8 (d pg =
= 0,8); B - HCO; wurde mittels des Massenwirkungsausdrucks

— oK * [HCO,] [HCO's] aq0
pu = pKi* + log [CO,] 6,10 4+ log=r~~=" [CO,] (380 C)

3*
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berechnet; B-HCO; sank in dem Beispiel von 28,5—12,0 Mm pro Liter
(—d B - HCO; = 0,0165). Also

— dB-HCO, 0,0165

dpe 0,8

Dieser Puffer sollte somit von den Sauregruppen des Hiamoglobins herriihren;
denke man sich ihre pK, in der Nachbarschaft von 7,4 liegend, so dass sie
bei py 7,4 ihre maximale Pufferwirkung entfalteten, dann werde ihre Kon-
zentration

= (,0206

Bap =

0,0206
Cap-siure = 0—’27’5 =055 — 0,086 normal

sein, und da bei py 7,4 die Hilfte Siure und die Hilfte Salz sein wiirde,

wiirden sie

O,_O;E = 0,018 Aquivalente

Base binden. Wenn man rechnet, dass ein mol Hamoglobin ein mol O, bindet,
dann ist normales Menschen blut etwa 0,008 molar an Hamoglobin ; ein Molekel
Hamoglobin werde deshalb
0,036
0,008
mit pK, bet 7,4 besitzen.
Bei py 7,4 betriigt der Putferwert von Kohlensdure in normalem Blut nur

98K, C-[H] _ 23-8-10-7.0,0205-4.10-3 _
Proo =", e = G107+ 4-10-5 - %0022

und die totale Pufferzahl des Blutes ist
Brotar = 0,0206 4+ 0,0022 = 0,0228

sowie die totale Pufferkonzentration
Crotar = 0,086 4 0,0215 = 0,0575 normal.

Alle diese Zahlen sind grobe Anndherungen; in den folgenden Jahren
brachten van Slyke und seine zahlreichen Mitarbeiter eine Reihe von Mes-
sungen an reinen Hamoglobinlosungen mit verfeinerter Technik. Das reine
Hamoglobin wurde a. m. Heidelberger (1922) aus Pferdeerythrocyten
hergestellt.

Da Pferdeblut gewshnlich 15—16 Vol.-?/, O, bindet, ist sein Inhalt von

15-1 .
Hamoglobin 5455 = etwa 7 Mmol pro Liter. Diese Konzentration wurde

deshalb auch in ihren Versuchen gewihlt. Zu dem reinen Himoglobin wurden
30—40 Mmol NaOH pro Liter gefiigt. Die Versuche waren sehr schwierig,
da das Hamoglobin schnell sein Sauerstoffbindungsvermdgen einbiisste.

Sie brauchten den Wert 0,531 fir agg, _gg, indem sie schatzungsweise
aus Bohrs (1905) Wert fir agq g5 = 0,45 in Erythrocytenbrei extra-

= 4,5 COOH-Gruppen
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polierten ; aus eigenen Versuchen berechneten sie pK;* = 6,18 in der genannten
Flissigkeit.

In den Experimenten wurden die COp- und O,-Drucke iiber gegebene
Volumina der Hiamoglobinlosung variiert; die Drucke sowie Total-CO, und
Total O, wurden volumetrisch gemessen; in reduzierten Proben wurde pg
sowohl elektro- als volumetrisch bestimmt, in oxydierten Proben nur volu-
metrisch. Von Hb oder HbO, gebundene Base wurde als Total-Base — B - HCO,
berechnet, da keine anderen Sauren vorhanden waren. Als Beispiel werde
eine ihrer Titrierungskurven gegeben (Abb. 11). Es ist hieraus ersichtlich,
dass die Neigung der Kurven (die der Ausdruck des Puffervermogens ist)
ungefihr die gleiche fiir oxydiertes und reduziertes Hamoglobin ist; bei einem
gegebenen pg-Wert bindet indessen Hb

&

weniger Base als HbO,; in 3 Ver- T ;
. . . ~ | | BTN PR 1 3 I
suchsreihen wurde durchschnittlich g
B-Hb = 0,70 B-HbO, bei pyg 74 ;i""'
gefunden. Aus den Kurven wurde 3
— d B-HCO, 472
p=——F7-—"—" abgelesen, und da
dpn %\
die Losungen etwa 7 millimolar nach &
. . e X
Hémoglobin waren, gab —lf; die milli- &
" 8
molaren Pufferzahlen gz und B, fir 7
3 : % . Abb.1l1. Nach van Slyke, Hastings, Heidel-
redu.mertes bzw. oxydlertes‘ Hémo berger und Neils CO,-Titrierungskurven von
globin an. Als Durchschnittswerte Himoglobin und Oxyhimoglobin.

wurden gefunden

Br = 2345 (mM)

Bo = 2,64 (mM)
woraus bei Division durch 0,575 (s. S. 85) die Anzahl der COOH-Gruppen
gefunden wurden:

2,45 :
0,575 = 4,3 Puffer-COOH-Gruppen in Hb
2,64

W?’g - 4;6 ” ” 9% ’ Hb02

wenn man rechnet, dass der ganze Puffer aus COOH-Gruppen mit pK, = etwa
7,4 herriihre.

Da Hb und HbO, die B-Werte 2,45 und 2,64 haben, erhilt man
[B-Hb] =245-[Hb]-pag — a
[B-HbO,] =2,64-[HbO,]-pg — b
wo a und b den isoelektrischen Punkten des reduzierten bzw. oxydierten

Hamoglobins entsprechen sollten, indem hier keine Base gebunden werde.
Die Punkte konnten nur mittels Extrapolation bestimmt werden:
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a=plyg = 6,80
b = pJgyo, = 6,585
van Slyke bemerkte indessen selbst, dass diese Werte nicht eigentliche iso-

elektrische Punkte, sondern nur Gleichgewichtspunkte fiir das gegebene
System waren.

| 1 1
| | 1
ety | V
76 '@2 ! WA/
Wy
~, 3
3 :
b =
.72 &
g S
I
|- ~7
i 4 El?
R N | |
< 3 : : -
& |
N |
1S T
| | |
7 75 i 488 7 72 74 76

Pr
Abb. 12. Nach van Slyke, Hastings, Neil, Abb. 13. Nach van Slyke, Hastings, Neil,
Heidelberger und Harringtons Kurven firdie Heidelberger und Harringtons Kurven fiir
Pufferwirkung von Himoglobin und Oxyhéimoglobin den Einfluss von Salzen auf die Pufferwirkung
(mit CO, titriert). des Hiamoglobins (mit CO, titriert).

In spiteren Publikationen (Art. V und VI) berechneten sie dieselben
Grossen zu

Br = 3,35 und daher: 5,82 wirksame COOH-Gruppen in Hb

Bo =36 , o 6,26 " ’s » »» HbO,

pPJa, = 6,59 — 6,80
PJEp0, = 6,40 — 6,60

Diese Abweichungen sind weit ausser-
halb der Versuchsfehler.

In Artikel VI (1924) suchten sie J. L.
Hendersons oben besprochene Hypo-
these durch genaue Messungen der zuge-
horigen Grossen zu verifizieren. Sie zeigten,

dass reduziertes Hiamoglobin dieselbe
Lot 8 P Pufferwirkung von py T7,6—6,8 hat,

ADbb. 14. Nach van Slyke, Hastings, Neil, . . .. .
Heidelberger und Harringtons Eurven, 1Ndem die Titrierungskurven hier gerad-
die zeigen, dass die Vermehrung der Basen- ]inig sind, wahrend Oxyhémoglobin un-

bindungsfihigkeit des Hamoglobins bei Oxy-

dation eine Funktion der Wasserstoff- und gef'&ihr die gleiche Eufferwirkung von
Salzionenkonzentrationen ist. (Die Lidsungen : A
6—6.9 un ne bedeutend grosse
wurden mit CO, titriert.) : Pu 7’ ’ d eme bedeute grossere

von py 6,9—6,8 hat. (Siehe Abb. 12, nach
threr Abb. 6 wiedergegeben.) Ferner wurde gezeigt, dass die Pufferwirkung
bei Salzzusatz steigt (Abb. 18). [Das stimmt mit der Aktivititstheorie tiberein
(cf. Linderstrom-Lang 1924).]
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Eine Betrachtung des Quotienten

~dB-Hb
dB-TH0, /pu

(d. h. die isohydrische Steigerung des Basenbindungsvermégens bei der Oxy-
dation) gibt, dass diese einen Maximalwert bei einem bestimmten py besitzt,
von wo aus sie mit fallendem und steigendem py sinkt. Dieses Maximum-py
ist eine Funktion der Salzkonzentration, indem es mit steigernder Salzkon-
zentration sinkt: bei 30 m Aq. Kation ist es py 7,6, bei 50 m Aq. ist es pyy 7,4,
und bei 145 m Aq. ist es pg 7,3 (Abb. 14).

Der Quotient kann umgeschrieben werden:

A ([B-Hb] + [B-HbO,])) [B-HbO,] . [B-Hb] _
- A Oxydation ~ ([Hb] + [HbO,]) ~ ((Hb] + [HbO,]) —
KO] _ KR1 o KOz I KRz o
<K01 + [H'] KRl + [H]> + <K0_) + [H] KRe =+ [H]> + +

(_ _Kon __ISEIL__>
Kon + [H]  Kgn+ [H]
und nimmt man mit Henderson an, dass nur eine Sauregruppe seine Stirke
indert, wahrend alle anderen konstant bleiben, dann fallen alle Addende mit
Ausnahme dieser einen weg, so dass

OH(B-Hb]+[B-HbO,)) _ Ko* = Kg*
/\ Oxydation T Ko*+[H] Kg*+ [H]
1 1 1 1
(] (]~ 14+ 100K = w14 10(PKe* =)

TR TR

van Slyke berechnete graphisch pKo* und pKg* aus dieser letzten Gleichung
(Abb. 15). In Abb. 15 sind der Ordinate entlang: Aquivalenten Base, die von
der sauerstofflabilen Sauregruppe gebunden sind, wihrend die Abszisse
(pK* — pg) angibt. Als Nullpunkt ist natirlich gewahlt
pKo*—pKg*
Pr = 5
d. L. den pg, wo der Unterschied der Basenbindung am grossten ist (= 0,73
Aquivalente), den Mittelpunkten der Titrierungskurven entsprechend. Als

Durchschnitt wurde in Pferdehiimoglobin in Gegenwart von 145 m Aq. Kation
cefunden:

pKyp* — pKo* = 1,46
pKg* = 7,80 4 0,73 = 8,03
pKo* = 7,30 — 0,73 = 6,57
Ko* =29 - Kg*.
In allen Untersuchungen wurde der ,,Basenzusatz’* zu dem Hémoglobin
als die Menge Base berechnet, die beim CO,-Druck-Wechsel vom Bicarbonat
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genommen wire, und sie wurde mittels des Massenwirkungsgesetzes kalkuliert.
Die Losungen sind also mit CO, titriert, und die Resultate sind berechnet,
als ob die Titrierungen mit Kohlensidure stattgefunden hatten. Erst 1925
(s. S. 18) entdeckten van Slyke und seine Mitarbeiter, dass pK;* des CO, in
Himoglobinlosungen viel kleiner als in Salzlssungen von derselben Ionen-
stirke ist. Wie im zweiten Kapitel auseinandergesetzt, sind derartige pK;*-
Bestimmungen aber nicht richtig.

Da ein Teil des gebundenen CO, am H#moglobin komplex gebunden
ist, sind alle die Zahlen in den Berechnungen von Henderson, van Slyke
und Mitarbeitern unrichtig. Die Berechnungsweise wird aber seinen Wert

N

Aguivalente Base von der
Oy~/abilen Sduregruppe gebunden

g
-2 16 72 08 g% ag a¥ a8 12 1§

I‘ x
pﬂ___f"’ro;,”"‘rn

Abb. 15. Nach van Slyke, Hastings, Neil, Heidelberger und Harringtons Diagrainm zur Berech-
nung der pKo* und pKr* des Himoglobins, d. h. der Séurezahlen der sauerstofflabilen Siuregruppe
des Hamoglobins.

behalten, wenn man gehorige Korrektionen fiir das komplex gebundene CO,
einfiihren kann, und deshalb sind die Arbeiten hier so ausfiihrlich besprochen
worden.

V. Die Donnan-Versuche.

Meine ersten Donnan-Versuche mit Hédmoglobinlosungen wurden zu
einem ganz anderen Zweck als die spiteren unternommen. Ich wollte ur-
spriinglich (1923) den isoelektrischen Punkt mittels des Membranpotentials
finden, sowie die Variationen der elektrischen Ladung der Héamoglobinmolekel
mit Wasserstoff- und Salzionen-Konzentration untersuchen. Wenn diese
Grossen festgelegt waren, beabsichtigte ich sie fiir Hamolysestudien auszu-
werten. Ich war damals in der Wassermann-Abteilung des Instituts angestellt
und studierte verschiedene chemische und physikalische Einflisse auf die
Himolyse von Erythrocyten, den Indikator der wichtigen diagnostischen
Wassermann-Reaktion.

Donnans Gesetz kann so ausgedriickt werden:

Trennt eine fiir Salze permeable, fiir Proteine aber unpermeable Membran
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eine reine Salzlosung von einer Lisung von Proteinen und Salzen, dann
werden die Salzionen sich so zwischen Aussen- und Innenflissickeiten ver-
teilen, dass Elektroneutralitat in beiden bestehen bleibt; ist das Protein iso-
elektrisch, so werden die Ionen sich gleichmissig verteilen; ist das Protein
positiv oder negativ elektrisch geladen, so wird eine ungleichmissige Verteilung
der Wasserstoffionen sowie der Anionen und Kationen der Salze hervor-
gerufen; diese wird durch ein elektrisches Membranpotential # kompensiert,
das nach Nernsts Formel berechnet werden kann:

RTln 17 a[Kation]mpen _ RT ]7 a [ Anion] sussen

=

o —ryy = ‘_‘1 =
¥ a [ Kation]sussen o a [Anion]mpen

"/ a[Kationimnen '/ a[Anion]auss n
woraus  log E[[Ka‘cion]]AuSsell = log V a%Anion%l:;ljzzn = 0,0577
bei 18° C; n = die Valenz; = wird in Volt gemessen.

Das Membranpotential gibt also die elektrische Ladung des Proteins
an; es ist aber ersichtlich, dass man auch die Frage umkehren kann:

Sind 7 und die Aktivitit einer Ionenart in der Aussenfliissigkeit bekannt,
dann kann die Aktivitit derselben Ionenart in der Innenflissigkeit berechnet
werden; ein Donnan-Dialyseapparat kann somit als eine Universal-Ionen-
elektrode fiir Tonenaktivitdten in Proteinlosungen betrachtet werden.

In den ersten Donnan-Versuchen brauchte ich verdinnte Phosphat-
lgsung als Putfer. Hier werden nur einige dieser Vorversuche referiert.

In eine 1-Liter-Flasche wurde 1 g Natriumoxalat gegeben; die Flasche
wurde mit hydrophober Baumwolle geschlossen und 1 Stunde bei 150° C
trocken sterilisiert; in die Flasche wurde steril ein Liter Pferdeblut genommen;
die Flasche wurde geschiittelt und 2!/, Stunden hingestellt; die Erythrocyten
senken sich schoner im Oxalatblut als in defibriniertem Blut. Mit steriler
100 cc-Pipette wurden die Erythrocyten aufgesaugt, in einer sterilen iso-
tonischen Losung von 3,7°/, Zucker und 0,185/, NaIICO; zweimal gewaschen
und in eine sterile 3-Liter-Flasche mit Heber- und Luftrobhr gegossen. Nach
Zusatz von gleichem Volumen steriles destilliertes Wassers + 2 cm?® steriler
10°/yiger Saponinlosung wurde geschiittelt, und die hémolysierte Erythro-
cytenmasse wurde in vacuo bei 40° C gekocht, wobei O, und CO, ausgetrieben
wurden. Das Vakuum wurde mit N, versetzt, und mittels N,-Uberdruckes
wurde die Fliissigkeit auf dem Boden von sterilen Zentrifugeglisern unter
1 em sterilem ausgekochtem Paraffingl ohne Luftzutritt getrieben. Es wurde
scharf zentrifugiert und der Detritus entfernt. Die Losung (ungefihr 600 cm?)
wurde in zwei grosse sterile Kollodiumhiilsen pipettiert und 24 Stunden gegen
fliessendes Wasser dialysiert; sie wurde dann in eine sterile 2-Liter-Flasche

iiberfiihrt; es wurden 60 cm3 1_11; Phosphatmischung (pal 7,35) zugefiigt,

20 Minuten in vacuo bei 40° C gekocht, N, zugeleitet und geschiittelt.
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Die in den Vorversuchen benutzten Dialyseapparate waren nach ganz
demselben Prinzip wie die in den Hauptversuchen verwendeten gebaut, bloss
dreimal grosser; hinsichtlich der genauen Form sei deshalb an die Abbildung
und Beschreibung in II1. vorldufiger Mitteilung verwiesen. Das zylindrische
Kollodiumrohr fasste ungefiahr 90 cc und der Aussenraum ein gleiches Volumen;
sowohl zum Innen- wie zum Aussenraum fiihrte ein Luftrohr mit Klemme
und ein Heberrohr mit Glashahn. Die Apparate wurden mit 2°/,, Formalin
sterilisiert und wiahrend 24 Stunden mit zahlreichen Portionen sterilem destil-
lierten Wassers gespiilt. Die Apparate wurden luftdicht mit Vaselin geschlossen
und mit N, durchgeblasen; dann wurden die Hiilsen mit Hémoglobinlsung

und die Aussenriume mit %-Phosphatlésung (paH 7,35) gefiillt. Nach

12 Stunden (18° C) wurden die Donnan-Potentiale zwischen den Glashihnen,
paH , yegen (mittels Chinhydron-) und paHp,, .. (mittels einer leicht modifizierten
Hasselbalch-Elektrode mit drei platinierten Goldelektroden) gemessen.
Als Messinstrument fiir die Membranpotentiale benutzte ich einen Qua-
drantelektrometer mit 120 Volt Spannung auf der Nadel und mit den Schachtel-
paaren an einem Quecksilber-Kommutator nach Kohlrausch geschaltet.
Die Leitungen und das Instrument waren sorgfiltig isoliert; der Awusschlag
wurde auf eine Skala von transparentem Millimeterpapier reflektiert, und
seine Grisse wurde mittels Messungen des Potentials zwischen zwei Chin-
hydronelektroden in Phosphatmischungen von pall 5,85 und 6,85 justiert.
Es dauert bis zu einer halben Stunde, bevor sich das Donnan-Potential
,,definiert; in dieser halben Stunde schwanken die Potentiale hin und her,

Tabelle 5.
Gefunden Berechnet
Hiilso Nach- Donnan- Donnan-
Stunden |  Potential PaHinnen PaH pyssen Potential PaHipnen
— m Volt — m Volt
2 14,0
4 14,0
1 8 15,0
12 14,5 7,20 7,44 14,0 7,19
18 14,5 7,21 7,45
2 14,5
4 14,0
2 8 14,5
12 14,0 7,23 7,46 13,0 7,22
18 14,0 7,22 7,44
2 15,0
4 14,5
3 8 15,0
12 15,0 7,22 7,67 14,0 7,22
18 15,0 7,22 7,65




Die Donnan-Versuche. 43

wahrscheinlich weil die Diffusionspotentiale dominieren; Galvanometer mit
Potentiometer kann man nicht benutzen, da der Kompensationsstrom das
System ,,polarisiert”; nach der halben Stunde hat das Potential beinahe
seinen endlichen Wert erreicht, und nach zwei Stunden bleibt es konstant.

Die Resultate sind aus vorstehender Tabelle 5 ersichtlich.

Die Ubereinstimmung zwischen gefundenen und berechneten Werten
ist gut. Das Potential bleibt konstant von der zweiten bis zur achtzehnten
Stunde. Die Messzeit 12 Stunden habe ich nur aus praktischen Griinden
gewahlt.

Der Versuch wurde mit einem neuen Hémoglobinpriparat wiederholt
und dieselbe gute Ubereinstimmung erreicht (Tab. 6).

Tabelle 6.
Gefunden Berechnet
.. Donnan- Donnan-
Hiilse . . . i
PaHinnen pPaH A yussen Potential Potential paHiynen
— m Volt — m Volt
1 7,30 7,60 18,0 17,5 7,29
2 7,30 7,62 18,5 18,5 7,30
3 7,31 7,60 17,0 17,0 7,31

Ich beschloss dann, eine Titrierung in den Dialyseapparaten zu unter-
nehmen, um durch die Variationen des Donmnan-Potentials mit pall den
isoelektrischen Punkt des Hiamoglobins zu finden. Zehn Dialyseapparate
in hohen Zylinderglisern wurden hergestellt, und aus 2 Liter Pferdeblut wurden
1500 em?® Hamoglobinlésung nach obengenanten Vorschriften bis zum Phos-
phatzusatz pripariert. In 5 sterile 100-g-Flaschen wurden 80 cm?® sterile

% Phosphatmischung (pal 6,86) + den in Tab. 3 genannten Mengen konzen-

trierter Salzsiure gegossen. Die Himoglobinlgsung wurde mit 300 cm?® auf
finf 2-Liter-Flaschen verteilt; die Phosphat-Salzsiaure-Mischungen wurden
in feinem Strahl unter energischem Schiitteln in die Hédmoglobinflaschen
gespritzt; diese wurden mit sterilen Gummistopseln mit Luft- und Heberrohr
ausgestattet, in vacuo gekocht und mit N, gefiillt. Mittels N,-Uberdrucks
wurden zwel sterile N,-gefiillte Dialvseapparate aus jeder Flasche gefiillt,

.. . . o m .
wahrend die Aussenriume mit Ny-durchgeblasener 150 Phosphatmischung

(pall 6,86) gefiillt warden. Nach 8—10 Stunden wurden das Donnan-Poten-
tial, pal, ., (mittels Chinhydron) und paHy,,., (mittels Wasserstotfelek-
trode) gemessen (Tab. 7).

Diese Resultate waren tiberraschend; nach den Angaben von Michaelis
und Mitarbeitern hatte ich den isoelektrischen Punkt bei pall 6,6 & 6,8
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Tabelle 7.
em? kong. HCI Gefunden - . Berechnet
. 3 onnan- onnan-
Hiilse prit?;:)]?nzm PaHimnen | PaHjyusen | Potential | Potential paHipnen
— m Volt | — m Volt
1 0 6,87 7,05 12,0 10,5 6,84
2 0 6,83 7,03 11,0 11,5 6,84
3 0,4 654 | 670 7,5 9,5 6,57
4 0,4 geborsten
5 0,8 623 | 630 5,0 4,0 6,21
6 0,8 6,17 ‘ 6,25 4,5 4,5 6,18
7 1,2 5,91 AL 2,0 2,0 5,91
8 1,2 5,85 | 586 2,0 0,5 5,83
9 1,6 geborsten
10 1,6 558 | 559 0 0,5 5,59
.Tabelle 8.
em? konz. HCI Gefunden Berefchnet
" 3 Donnan- Donnan-
Hiilse prl.lzgl?ncgm PaHipnen | PaHpussen ‘ Potential | Potential | paHpypen
| —mVolt | —mVolt |
!
1 0 6,86 7,0 ] 10,0 8,0 ” 6,83
2 0 6,82 6,96 8,5 8,0 6,82
3 0,4 geborsten
4 0,4 infiziert
5 0,8 6,18 6,24 4,0 3,5 6,17
6 0,8 6,23 . 6,34 ‘ 4,0 6,5 6,27
7 1,2 58 | 58 | 15 1,5 5,83
8 1,2 5,85 i 5,88 1,5 2,0 5,86
9 1,6 Ausfallungen ‘ |
10 1,6 undicht i |
Tabelle 9.
em3 konz. Hbl Gefunden Berechnet
Hiilse pr. 300 cm3 | Donnap- Donnar.l- 1
Lasung PaHignen | PaHjyseen | Potential | Potential | paHynpen
1‘ | —m Volt | — mVolt
!
1 0 6,79 6,95 i 9,5 9,5 6,79
2 0 undicht
3 0.4 6,59 | 672 6,5 7,5 6,61
4 0,4 infiziert
5 0,8 6,23 6,26 3,0 2,0 6,21
6 0,8 6,25 6,32 3,0 4,0 6,27
7 1,2 5,83 5,87 1,0 2,5 585
8 1,2 5,78 | 581 1,0 2,0 5,79
9 1,6 geborsten
10 1,6 koaguliert
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erwartet; das Hamoglobin schien also durch den Phosphatzusatz elektro-
negativiert zu sein; gleichzeitig boten die Aussenfliissigkeiten eine Besonder-

heit dar: spurenweise Zufiigungen von 11—(1)0 HCI oder T%ﬁ NaOH #nderten

paH sehr stark. Die Elektronega- m/#
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tivierung des Hamoglobins schien
sich somit unter Abnahme wvon % 0,312 2,05
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Abb. 16. Donnan- Potentialkurven von Abb. 17. Donnan - Potentialkurve. 1. Versuchsreihe.
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Abb. 18. Donnan-Potentialkurve. 2. Versuchsreihe. Abb. 19. Donnan-Potentialkurve. 3. Versuchsreihe.

abzuspielen. In diesen Versuchen lag der isoelektrische Punkt bei ungefihr
paH 5,5; zwei andere Versuche zeigten dasselbe (Tab. 8 und 9, Abb. 16).

Mein urspriinglicher Zweck der Untersuchungen (die Hiamolysestudien)
musste jetzt in den Hintergrund treten. Das nachgewiesene Phéinomen:
die Elektronegativierung vom Himoglobin unter Entfernen von Ionen aus
der Losung war von so grosser, physiologischer Tragweite, dass ich mich zu
einem ausschliesslichen Studium des Verhaltens der physiologisch wichtigsten
Tonen Chlor und Bicarbonat entschloss.
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Es lohnt sich kaum, die Versuchsergebnisse und meine theoretischen
Uberlegungen in chronologischer Ordnung wiederzugeben. Urspriinglich
meinte ich nimlich, dass es die Bicarbonationen waren, die sich komplex an
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Abb. 20. Verteilung von gelostem CO., Bicarbo- Abb. 21. Verteilung von geléstem CO,, Bicarbo-
nationen und Bicarbonationenaktivititen in der nationen und Bicarbonationenaktivititen in der
Aussenflissigkeit. 1. Donnan-Versuchsreihe. Aussenfliissigkeit. 2. Donnan-Versuchsreihe.

mMo/

| * ok
PRy r=| <£37s % ™
| NERN 9677 |
65 7 pak W 6 65 7 pak

Abb. 22. Verteilung von geléstem CO,, Bicarbo- Abb. 23. Verteilung von geléstem CO,, Bicarbo-
nationen und Bicarbonationenaktivitdten in der nationen und Bicarbonationenaktivititen in der
Aussenfliissigkeit. 3. Donnan-Versuchsreihe. Innenfliissigkeit. 1. Donnan-Versuchsreihe.

das Hémoglobin banden; erst die ,,Explosions‘‘-Analysen haben sichergestellt,
dass es das CO, und nicht die Bicarbonationen sind.

Unter diesem Gesichtswinkel werden deshalb die Versuchsergebnisse
und die Berechnungen beschrieben.

In bezug auf die Technik muss auf die III. vorliufige Mitteilung ver-
wiesen werden. Die Berechnungen der Versuchsergebnisse sind indessen hier



Die Donnan-Versuche. 47

in ein wenig anderer Weise durchgefithrt. Die Werte von pK* des CO, sind aus
pKi*= pK;y — 0,50 Y/u = 6,51 — 0,50)/p

berechnet, und die Werte von den Aktivititskoeffizienten (y) der Bicarbonat-
ionen entsprechend aus

y = antilog. (— 0,50 ]/ﬁ)
(siche die Messungen von Hastings und Sendroy). Uberall ist mit paH und
nicht mit pg gerechnet. Die Werte der Aktivitdtskoeffizienten (f,) der
Chlorionen sind aus

for = antilog. (— 0,35 1/u)
berechnet (siche Lewis und Randall). Die berechneten Werte sind am Fusse
der Kurventafel angefithrt.

|PKrg = B34n <633 657> _
olL¥= 1067 066 065 ] 3 |_;/ S 069 0638
6 65 7 pak W 6 6.5 7 pak 75

Abb. 24. Verteilung von gelostem CO,, Bicarbo- Abb. 25. Verteilung von gelostem CO,, Bicarbo-
nationen und Bicarbonationenaktivititen in der nationen und Bicarbonationenaktivitditen in der
Innenfliissigkeit. 2. Donnan-Versuchsreihe. TInnenflitssigkeit. 3. Donnan-Versuchsreihe.

In den Tabellen 10, 11 und 12 sind alle Versuchsdaten aus drei Ver-
suchsreihen wiedergegeben.

Die Abb. 17, 18 und 19 zeigen die Membran-Potentialkurven.

Die Abb. 20, 21 und 22 zeigen die Verteilung von geléstem CO,, Bicarbo-
nationen und Bicarbonationenaktivititen in den Aussenflissigkeiten; die
Konzentrationen von CO, und HCO’; sind aus
[Total - CO, ]

[CO.] = antilog. (paH — pKr*) + 1
und [Total-CO,]
’ . 0 B 2

[HOO"s] = antilog. (pKy* — paH) +1

berechnet; die a [HCO’;]-Werte sind aus [HCO’;] durch Multiplikation mit
y gefunden.



48 0. M. Henriques, Uber Carbhimoglobin.

Tabelle 10.
Vor dem Versuch: Innenfliissigkeit 30,59, Trockenstoff, 30 Millimol NaCl und
84 Millimol Na (aus Na,CO;) pro 1000 g Wasser. Aussenfliissigkeit 30 Millimol NaCl und
25 Millimol NaHCO; pro 1000 g Wasser.

a b c d e f g h i
Mem- | Gesattigt paHrunen
bran bei Mz:;z?;' p?g(‘:i’;ie“ pa(I;II“_“m (aus  |Total mM|Total mM| mM mM
Nr. |CO,-Druck Il)\{illivolt rimy | Blkr) | P24 ¢ [(COxluumen| O ment [CFTuese | [OVJimcs
mm Hg ber.)

1 26 geborslten
2 — 18,0 7,69 7,33 7,38 20,0 15,5 33,6 23,6
3 — 18,5 7,62 7,24 7,30 18,3 15,5 36,4 21,0
4 34 16,0 7,46 7,19 7,18 23,6 22,2 35,0 22,5
5 — 16,0 7,49 7,20 7,21 20,6 18,2 34,0 23,6
6 — 16,5 7,43 7,18 7,15 23,0 23,7 33,1 24,7
7 86 undicht
8 — infiziert
9 — 11,5 7,17 7,0 6,97 32,5 28,6 35,0 23,9

10 312 7,5 6,72 nicht 6,59 50,2 59,1 30,4 28,5

gemessen

11 — impermeabel

12 — undicht

13 637 4,0 i 6,30 » 6,23 69,2 81,6 31,5 27,5

14 — Ausfillungen

15 — 40 | 638 | 631 | 705 | 785 | 3L,0 | 290

Tabelle 11.

Vor dem Versuch: Innenfliissigkeit 29,59/, Trockenstoff, 50 Millimol NaCl und
89 Millimol Na (aus Na,CO3;) pro 1000 g Wasser. Aussenfliissigkeit 50 Millimol NaCl und
25 Millimol NaHCO; pro 1000 g Wasser.

a b c d e f \ g ‘ h \ i
Mem- | Gesattigt | paHinnen !
bran bei letlzebi?:l- p?EAi‘:e" Pa(};f“"e" (aus  |Total mM|Total mM| mM mM
Nr. 002~D1'110k I;V[lll?volt l‘llzl) Elekztl') b und ¢ \[Coz]Aussen [Cozllnnen\ [Clt]Auuen [Cll]lnnen
mm Hg ber.)
1 35 14,5 7,45 7,19 7,20 22 16,5 56,5 42,1
2 - 15,5 © 7,49 7,23 7,22 17,5 15,5 54,5 40,0
3 — undicht
4 92 infiziert (Proteus)
5 — Ausfallungen
6 — 11,5 7,15 6,91 6,96 29,5 32,5 55,0 45,3
7 163 9,5 7,0 6,88 6,84 35,5 38,0 54,6 45,0
8 — 9,0 6,95 6,85 6,79 42,0 39,5 53,1 46,2
9 — 10,0 7,0 6,80 6,83 37,6 40,5 51,4 44,0
10 305 undicht
11 — 7,5 6,77 nicht 6,73 47,5 46,5 53,0 45,0
gemessen
12 — 7,5 6,70 » 6,53 50,5 66,5 51,8 47,5
13 591 geborsten
14 — 5,0 | 638 ” 6,29 72,0 84,0 51,4 47,6
15 — impermeabel
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In den Abb. 23, 24 und 25 geben die Kurven 1 gefundenes [Total-CO,|
in den Innenflissigkeiten wieder, wihrend die Kurven 3 die [HCOg};pnen-
Mengen zeigen, die aus den Kurven 1 zu kalkulieren sind, falls [Total-COq ]y, en
nur aus [geldst. CO,] + [HCO’;] bestehe. Die Kurven 5 repriisentieren die
a[HCO's] ppen-Mengen, die aus a[HCO’] , .n und den Membranpotentialen
zu berechnen sind; die Kurven 4 zeigen die aus den Kurven 5 berechneten
[HCO's]tpnen-Mengen, und die Kurven 2 stellen die aus den Kurven 4 zu
berechnenden Mengen [Total-COy) 1y, dar. Die Ordinatendifferenzen zwischen
den Kurven 1 und 2 geben also die Mengen von komplex gebundenem CO, bel
den verschiedenen Wasserstoffionenaktivititen an.

50
Y0
) [Ct]y - x50
30+ - = gjffcz’z’
| = % r 2, . 40 — ""’fl_/v
20} er /i : R 4
| FClg 102 S 108 fCly <
= HOE, 108, -7 1,05 108
70 | f{'f.f - . 30 ft:'f - '9‘3. - - - - :
65 7 75 paH g 65 7 75 pak!

Abb. 26. Dic Verteilung der Chlorionen zwischen
Aussen- und Innenflissigkeiten.
~ 1. Donnan-Versuchsreihe.

Abb. 27. Die Verteilung der Chlorionen zwischen
Aussen- und Innenflissigkeiten.
2. Donnan-Versuchsreihe.

Tabelle 12.

Vor dem Versuch: Innenfliissigkeit 289

92,7 Millimol Na (aus Na,COz;) pro 1000 g Wasser.
und 25 Millimol NaHCO; pro 1000 g Wasser.

Trockenstoff, 40 Millimol NaCl und
Aussenfliissigkeit 40 Millimol NaCl

a | b c l d | e £ g h i
Mem- Gesattlgt 1 i aHInnen |
bran bei Me?;b?ﬁ- iP a’II_{IAl"“e“; paI}{II""e“ | ’ (aus  |Total mMTotal mM| mM mM
Nr. |COp-Druck| Bente | (ri;’lf;' | El(ekzr_) b und ¢ |[COg]ausen| [COgTmen| [CTsussen | [CVTrunen
mm Hg \\ | ber.)

16 25 15,0 . 17,55 7,32 7,29 21,1 14,1 43,6 31,4
17 — 14,5 | 7,60 7,29 7,33 17,6 16,4 45,7 34,0
18 — undicht

19 64 geborsten ‘}

20 — 10,5 7,26 | 7,13 7,08 24,8 22,7 44.6 33,2
21 — 11,0 7,23 | 7,00 7,04 27,6 29,2 42,4 35,5
22 209 Austillungen

23 — 6,0 6,79 | nicht 6,69 47,1 47,5 42,2 | 36,6

gemessen ‘ |

24 — infiziert (Proteus)

25 438 undicht

26 — 5,0 ] 6,55 | » 6,46 56,8 | 66,4 43,3 39,0
27 - 40 | 654 | " 6,47 60,0 62,6 40,5 35,8
28 612 3,5 I 6,39 | " 6,33 65,2 75,1 41,5 374
29 — 40 | 637 \ . 6,30 67,6 73,0 40,8 40,0
30 - 35 | 635 | . 6,29 69,1 74,8 40,2 38,8

1
Asher - Spiro, Ergebnisse der Physiologie. XXVIII. Henriques. 4
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Die Abb. 26, 27 und 28 zeigen die mittels Analysen gefundenen Werte
von [Cl'] yyeen 10A [CV ) phnen, sowie sie aus [Cl'], e, und den Membran-
potentialen berechneten Werte von [Cl'};, .., die alle unter den mittels Ana-
lysen gefundenen Werten liegen.

Schliesslich geben die Abb. 29, 30 und 381 die folgenden Berechnungen
wieder: stellen wir uns nach van Slyke und Mitarbeitern, Stadie und

0 Hawes und meinen eigenen urspring-

_ [ca » lichen Anschauungen vor, dass die
40 o gerlery, Aktivitat der Bicarbonationen in Hi-
WF Ger Ty~ moglobin-CO,-Losungen abnorm stark
= - 5% = verkleinert seien; dividieren wir die

20l S ’

63 7 7spad  Ordinatendifferenzen zwischen den
Abb. 28. Die Verteilung der Chlorionen zwischen Kurven 8 und 4 derAbeS’ 24 und 25
Aussen- und Innenfliissigkeiten. .

3. Donnan-Versuchsreihe. durch die Ordinatenhohen der Kur-

ven 3, so erhalten wir (nach Multi-

plikation mit 100) die ,,Aktivititshemmungsprozente” der Bicarbonationen
in den Innenfliissigkeiten, die in den Abb. 29, 80 und 31 wiedergegeben sind.
Ferner sind hier die ,,Aktivititshemmungs‘‘prozente der Chlorionen in der
Innenfliissigkeit abgebildet, die durch Division der Differenzen durch die ge-
fundenen [C1'}j, - Werte der Abb. 26, 27 und 28 und nachherige Multiplikation

mit 100 berechnet sind.

a0
B
zo’ [CL']
10 f
oL = il . 0 | | O R
62 7 palf 63 7 paH 6,3 7 pall
Abb. 29. ,Komplexbindungsgrad® Abb. 30. ,Komplexbindungsgrad- Abb. 31. . Komplexbindungsgrad®
der Bicarbonat- und Chlorionen. der Bicarbonat- und Chlorionen. der Bicarbonat- und Chlorionen.
1. Donnan-Versuchsreihe. 2. Donnan-Versuchsreihe. 3. Donnan-Versuchsreihe.

Es geht aus den Abb. 29, 30 und 31 deutlich hervor, dass die suppo-
nierten ,Aktivititshemmungen der zwei monovalenten Anionen gar nicht
dieselben Variationen mit der Wasserstoffionaktivitit zeigen. Das nachge-
wiesene ,,Verschwinden‘‘ von Bicarbonat- und Chlorionenaktivitiaten kann
also nicht von seiten eines allgemeinen aktivitiitsverkleinernden Einflusses der
Hamoglobinmolekel herriihren, sondern es muss durch spezifische Bin-
dungen zwischen Hamoglobin auf der einen Seite und Chlorionen
und Bicarbonationen oder Kohlendioxyd auf der anderen Scite
erklart werden.

Ein direkter Vergleich zwischen meinen (4—35 Jahre alten) und Stadie
und Hawes Versuchen (1928) ist wegen der Verschiedenheit der Versuch:-
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anordnungen nicht moglich. Aus den Betrachtungen in Kap 2 erhellt aber,
dass unsere Resultate zu denselben Schlissen fiihren miissen; die ,,Ent-
fernung‘* von Bicarbonat- und Chlorionen aus den Himoglobinlésungen
konnen nur durch die eine oder andere fiir jede Ionenart spezielle Komplex-
bindung erklart werden. Keine der Methoden kann indessen die Komplex-
bindungsart beleuchten.

Die im néchsten Kapitel referierten Geschwindigkeitsversuche und die
rein physiologischen Betrachtungen in der Einleitung machen es wahrschein-
lich, dass die ,,Entfernung* von Bicarbonationenaktivititen aus Hamo-
globinlésungen sich durch eine Komplexbindung von CO, an die Hémo-
globinmolekel abspielt.

VI. Die Geschwindigkeitsversuche.

Die Donnan-Versuche hatten mir gezeigt, dass ein Teil des gebundenen
CO, in Losungen von CO, und Himoglobin komplex an das Hamoglobin
gebunden ist; die in der Einleitung widergegebenen Berechnungen der Ge-
schwindigkeit des ("Op-Wechsels in den Blutcapillaren hatten gezeigt, dass
das Hémoglobin die Fdhigkeit besitzen muss, CO, schnell aus seiner gebundenen
Form auswechseln zu konnen. Der experimentelle Nachweis dieser Fahigkeit
bot gewisse Schwierigkeiten; es gelang schliesslich eine Technik auszuarbeiten,
mit welcher sich zeigen liess, dass Hiamoglobinlosungen — nicht aber einfache
('Oy-Bicarbonat-Losungen wie Sera — ein Teil ithres gegenwirtig gebundenen
('O, schnell abgeben, wenn sie plotzlich einem Torricelli-Vakuum ausgesetzt
werden. Hinsichtlich des Apparates und der Technik muss auf die vorlaufige
Mitteilung verwiesen werden.

Die Tabellen 13—15 und die Abb. 32, 33 und 34 zeigen die Resultate
von drei Versuchen mit drei verschiedenen Pferde-Seris; es geht hieraus
hervor, dass nach 10 Minuten die Reaktion zu Ende gekommen ist (aus den
Kurven zu extrapolieren), d. h. zum Gleichgewicht zwischen dem Kohlensaure-
Bicarbonat-CO,-Inhalt der Fliissigkeit und dem CO,-Druck in der Explosions-
kammer; die Analysen zeigen, dass dieses Gleichgewicht entspricht:

I. Versuch: 22 Vol.-9%, CO, aus Serum; % = 0,44 Vol.-% = 3,3 mm Hg-Druck im Gas
192 B
II‘ ’ 19 ’” 2 124 59 W - 0938 39 2 T 279 i3 2 3> 2
26 -2
I1I. ET e s ey T I » 2 I
I b 26 ” 2 2 2 100 0752 b 4 O

Auf den Abbildungen sind als Ordinaten eingetragen: links Vol.-%/, CO,
und rechts log a-a—-x , wo a = die nach 10 Minuten ausgepumpte Menge CO, und

x = die zur gegebenen Zeit ausgepumpte Menge CO,; beide in Vol.-%/, aus-

I In der vorlaufigen Mitteilung sind leider Schreibfehler unterlaufen.
4%
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Tabelle 13.
40 ccm Pferdeserum in 6-Literflasche bei 59 mm CO, bei 18° C geséttigt.
Vol.-% CO, ausgepumpt Vol.-% €O, ausgepumpt
Sekunden Sekunden
erste Reihe ‘ zweite Reihe erste Reihe zweite Reibe
|
5 1,5 1,5 80 12,5 11,0
10 2,0 3,5 120 13,5 16,0
20 5,0 | 5,0 600 20,5 23,5
40 7,5 | 8,5
20— . 20
| | a
|| T EC gz g 7%
& | .- a5 &® 06
7 T4 1T o« 37 o4
P 102 = 02
| | o I 1 |
o 20 w60 80 00 12052k Pl 20 7 60 80 00 720 Sek
Abb. 32. ,,Explosionsanalyse‘‘ eines Pferdeseruns Abb. 33. ,,Explosionsanalyse“ eines Pferdeserums
(vgl. Tabelle 13). (vgl. Tabelle 14).

o 20 wg 60 &0 700 1205k
Abb. 34. ,,Explosionsanalyse‘ eines Pferdeserums (vgl. Tabelle 15).

Tabelle 14.
40 ccm Pferdeserum in 6-Literflasche bei 48 mm CO, bei 18° C gesattigt.
Vol.-%, CO, ausgepumpt 1 Vel.-9% CO, ausgepumpt
Sekunden Sekunden
erste Reihe ‘ zweite Reihe erste Reihe I zweite Reihe
5 0,5 \ 1,5 80 11,0 9,0
10 2,5 2,5 120 10,0 13,0
20 5,0 3,0 600 21,0 17,0
40 6,0 7,5
Tabelle 15.

40 ccm Pferdeserum in 6-Literflasche bei 81 mm CO, bei 18° C gesattigt.

‘ Vol.-9%, CO, ausgepumpt Vol.-% CO, ausgepumpt
Sekunden | Sekunden ‘
l erste Reihe zweite Reihe erste Reihe l zweite Reihe
5 l 1,5 2,5 80 ‘ 14,0 12,5
10 2,5 4,0 120 l 14,0 17,5
20 7,0 5,0 600 ‘ 28,0 24,0
40 9,0 10,0 |

Es ist ersichtlich, dass die Werte sich schon der geraden Linien entlang
gruppieren; diese Linien entsprechen der Formel eines monomolekularen
Prozesses:
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1
tzi—]og

a—Xx
d. h. die Formel gilt fir den kombinierten Prozess (den Bicarbonat-Kohlen-
siure-CO,-Umsatz + Austreibung des gelosten CO,) bei den gegebenen Ver-
suchsbedingungen.

Die Tabellen 16—19 und die Abb. 35—38 zeigen die Resultate von vier
ghnlichen Versuchen mit Hamoglobinlgsungen.

Tabelle 16.
40 com einer 249%igen, reduzierten Pferdehamoglobinlésung in 6-Literflasche bei 67 mm CO,
bei 18° C gesattigt.

Vol.-9% CO, ausgepumpt Vol.-%, CO, ausgepumpt
Sekunden Sekunden
: erste Reihe [ zweite Reihe erste Reihe zweite Reihe
5 29,0 28,0 80 420 42,0
10 29,0 30,0 120 46,0 48,0
20 32,5 34,0 600 56,0 54,0
40 38,0 36,0
4 —
=0 T— {
§ . S
20 i ]
i ' | Yo%
. M1 B
70— — ; as
. i ) 1Ir . G X
2 20 w60 80 100  7205ek Y 0 W G0 a0 W0 7205k

Abb. 35.
s, Explosionsanalyse‘‘ einer Pferdeh&dmoglobinlosung
(vgl. Tabelle 16).

Abb. 36.
,,Explosionsanalyse‘‘ einer Pferdehaimoglobinlosung
(vgl. Tabelle 17).

Tabelle 17.
40 cem einer 179 igen, reduzierten, dialysierten, krystallisierten Pferdehimoglobinlésung in
6-Literflasche bei 71 mm CO, bei 18% C gesattigt.

Vol.-%, CO, ausgepumpt Vol.-%, CO, ausgepumpt
Sekunden _ Sekunden
erste Reihe ‘ zweite Reihe erste Reihe ’ zweite Reihe
5 20,5 18,5 80 30,0 28,5
10 20,5 22,5 120 36,5 33,5
20 24,5 22,0 600 38,0 42,0
40 26,0 27,5

Aus den Tabellen 18—19 und den Abbildungen 32—38 erhellt:
1. Die drei verschiedenen Serumproben geben nur langsam das ge-
bundene CO, ab und — wie seit langem bekannt — im ganzen nur verhéltnis-
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Tabelle 18.
40 ccm einer 219 igen, reduzierten, dialysierten, krystallisierten Pferdehimoglobinlésung in
6-Literflasche bei 47 mm CO, bei 18° C gesattigt.

7 Vol.-%, CO, ausgepumpt Vol.-9%, CO, ausgepumpt
Sekunden Sekunden
erste Reihe zweite Reihe | erste Reihe zweite Reihe
5 21,0 22,5 80 37,0 34,0
10 22,5 24,5 120 37,0 41,0
20 i 26,0 24,0 600 43,0 47,0
40 \ 28,5 | 30,5

n 20 [ &0 7] w0 7205ek 0 20 [7] 60 &7 700 7205ek
Abb. 37. Abb. 38.
,,Explosionsanalyse* einer Pferdehémoglobinlésung  ,,Explosionsanalyse einer Pferdehdmoglobinlésung
(vgl. Tabelle 18). (vgl. Tabelle 19).
Tabelle 19.

40 cem einer 14%igen, reduzierten, dialysierten, krystallierten Pferdehimoglobinlésung in
6-Literflasche bei 58 mm CO, bei 18° C gesittigt.

Vol.-%, CO, ausgepumpt | Vol.-9%, CO, ausgepumpt
Sekunden Sekunden |- —
erste Reihe J zweite Reihe erste Reihe ‘ zweite Reihe
5 15,0 15,0 80 23,0 26,0
10 15,5 17,0 120 28,0 25,0
20 16,5 18,5 600 33,5 30,0
40 22,0 19,5

missig wenig; die Ursache des letztgenannten Verhiltnisses ist, dass das Serum
beim Entfernen des gelosten CO, so alkalisch wird, dass das H,COy ———=
HCO';-Gleichgewicht sehr stark nach rechts geschoben wird; die Geschwindig-
keitskonstante schwankt nur von 0,0042—0,0044.

2. Die vier Hamoglobinlésungen lgsen ,,momentan” etwa die Halfte
des abzugebenden CO, aus, wihrend der Rest ungefihr wie aus den Serum-
proben einem molekularen Reaktionsverlauf gemiiss entweicht; die Geschwindig-
digkeitskonstante schwankt hier zwischen 0,0048 und 0,0051.

Wie in der vorlaufigen Mitteilung hervorgehoben, sprechen die Hémo-
globin-Kurven einem einheitlichen Prozess entgegen, d. .. gegen eine Katalyse
der Bicarbonatanhydrierung; man musste in so einem Falle eine Katalyse
den ganzen Prozess hindurch erwarten. Die Kurven kinnen meiner Meinung
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nach nur in der Weise gedeutet werden, dass das CO, in Himoglobinlésungen
in zwei verschiedenen Arten gebunden ist: 1. in einem schnellreagierenden
und 2. als Bicarbonat.

Halten wir dieses Resultat mit den Resultaten meiner Donnan-Ver-
suche (und mit den Resultaten von Stadie und Hawes ,,Dissoziationskon-
stante’’-Messungen) zusammen, dann ergibt sich eine Komplexbindung von
('O, an die Himoglobinmolekel als die einzige zwanglose und natiirliche Er-
klarung sowohl von dem ,,Verschwinden der Bicarbonationenaktivititen als
auch von dem zweiphasigen Reaktionsverlaufe der Abgabe des gebundenen CO,.

Sowett reicht die ,,Explosions-Analyse'*-Technik vollig aus.

Ein wenig zweifelhaft ist es aber, ob sie fiir eine quantitative Aus-
wertung des CO,-Komplexbindungsvermégens von reduzierten und oxy-
dierten Hamoglobinlgsungen, die bei variierten CO,-Drucken gesittigt sind,
gentigt. In meiner IV. vorlduficen Mitteilung ist ein derartiger Versuch
wiedergegeben; unten wird noch ein Versuch referiert; als dieser abgeschlossen
war, zeigte sich der Messhahn so abgenutzt, dass der Apparat zu kassieren war.

Meine Bedenken hinsichtlich der IHaltbarkeit der Analysenwerte sind
schon in der vorliufizen Mitteilung hervorgehoben. Der hier neu mitgeteilte
Versuch zeigt indessen ganz dieselben Eigentiimlichkeiten der Verteilung des
gebundenen CO, zwischen Komplexbindung und Bicarbonatsystem.

Tabelle 20.
18,59%,ige Himoglobinlésung, 18° C.
0o, | B Sek. [,,0-Sek.| Total- | | 5 Sek. |,0-Sek.| Total
m nf ! Anal. ' Anal. | CO, mni Anal. Anal. 0,
. Vol.-9%, ' Vol.-% “ Vol.-%, Vol.-9%, | Vol.-9, | Vol.-%
18 9,0 75 42,5 42 | 21,5 | 20,0 52
- 8,0 6,5 66 21,5 26,0 59
Reduziert 28 15,0 13,5 50 — 25,5 24,0
- 12,5 11,0 102 30,5 | 29,0 70,5
42 20,0 18,5 — 32,5 31,0
21 6,5 50 | 43 49 13,5 | 12,0
- 3,5 20 65 | 20,0 | 185 58
Oxydiert 31 7,5 6,0 | 44,5 — 23,0 21,5
— 8,5 7,0 110 32,5 31,0 66,5
49 15,5 14,0 50,5 — 30,5 | 29,0

Eine genauere Fehlerberechnung erlaubt das infolge Schwierigkeiten
der Ausfihrung etwas begrenzte Versuchsmaterial natiirlich nicht; man muss
sich mit einer Schitzung begniigen. Die Punkte der Analysenwerte gruppieren
sich ja ganz schén die gezogenen Kurven entlang, und die Reproduzier-
barkeit des Versuches muss wohl fiir den Typus des Komplexbindungs-
verlaufes biirgen.

Die gefundenen CO,-Komplexbindungskurven sind den O,-Bin-
dungskurven des Hamoglobins sehr ihnlich; wie CO, Sauerstoff aus dem
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Tabelle 21.
219%ige Hamoglobinlésung, 18° C.

o 5 Sek. 1,,0-Sek.““| Total- co ‘ 5 Sek. |,,0-Sek.“| Total-

mni Anal. Anal. €0, mni 1 Anal. Anal. CO,

Vol.-% | Vol.-9% | Vol.-%, Vol.-% ‘ Vol.-% | Vol.-%

|

26 11,5 = 10,0 48,2 64 | 285 27,0 64,0

— 9,0 7,5 — 90 | 31,0 29,5 71,5

Reduziert 37 16,0 14,5 52,0 - 34,0 32,6 —
- 18,0 16,5 — 106 ‘ 34,5 33,0 73,0

64 | 28,5 27,0 64,0 — | 335 32,0 —

2 | 3,0 05 | 43,0 58 | 175 | 16,0 59,0

— 4,5 30 | — 83 | 285 | 270 63,0

Oxydiert 41 10,0 85 | 49,0 — | 210 | 255 —
— 8,5 ! 0 | - 109 | 315 30,0 71,5

58 155 | 140 | 59,0 — | 365 | 350 —

Hiamoglobin verdringt, verdringt Sauerstoff CO,; wie die Op-Bindungskurven
sind die CO,-Komplexbindungskurven S-férmig und ndhern sich von etwa
100 mm Gasdruck ab der Abszisse asymptotisch (vielleicht sind doch die
Messungen bei diesen hohen Drucken nicht so genau, dass diese letzte Folgerung
aufrecht haltbar wird). Alle die Konsequenzen fiir den respiratorischen Gas-
wechsel, die man aus den O,-Bindungskurven abgeleitet hat, kénnen somit
— mutatis mutantis — fir den CO,-Wechsel verwertet werden. Natiirlich
muss doch ein viel grosseres Versuchsmaterial vorliegen, bevor dieses in Einzel-
heiten moglich wird. Es sei endlich bemerkt, dass ich vergebens versucht habe,
die Hillsche ,,Exponentialformel” auf meine CO,-Kurven anzuwenden.

Ein sehr interessantes Problem stellen die Bicarbonatkurven dar
(Abb. 40 und 42); sie sind beim Abziehen der ,,0-Sekunden‘-kurvenordinaten
von denen der Total-CO,-Kurven berechnet und zeigen das scheinbar para-
doxe Verhalten, dass der Gehalt von Bicarbonat in Hamoglobin-
l6sungen mit steigenden CO,- Drucken innerhalb gewisser Druck-
gebiete sinkt, und diese Druckgebiete scheinen eben diejenigen zu sein,
die physiologisch wichtig sind.

Es muss jedoch sofort hervorgehoben werden, dass diese absolute
Verminderung des Bicarbonatgehaltes auf Versuchsfehlern beruhen kann;
es ist aber ganz sicher, dass eine relative Verminderung des Bicarbonat-
gehaltes vorhanden sein muss, dass also weniger Bicarbonat in der Losung
ist, als man bei einer CO,-Titrierung einer einfachen (gleich starken) Puffer-
lésung hat. Denn erstens verschwindet ein grosser Teil des CO, vom Bicar-
bonat-System als komplexgebunden, und zweitens wirkt dieser Teil nicht
bloss mnicht als Siure puffersittigend, sondern eben entgegengesetzt, indem
er das Hamoglobin elektronegativiert (siehe die Donnan- Versuche), d. h.
er macht das Hémoglobin zu einer stirkeren Sidure.
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Endlich sei hier die Aufmerksamkeit auf ein seit langem bekanntes
Phénomen gelenkt: Wihrend es nicht méglich ist, Serum von gebundenem
CO, mittels einfachen Auspumpens zu befreien, gelingt das sehr leicht mit

S70 |

Vol %
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Abb. 39. ,,Explosionsanalysen‘* (Kurven III und II)

sowie Analysen des Total-CO. (Kurven V und IV)

ciner reduzierten und oxydierten Hémoglobinlésung

(vgl. Tabelle 20); die Kurve I repriisentiert das
geloste CO..

0 I R )
mm 0z

Abb. 40. Komplexgebundenes CO. (Kurven 1I
und I) und Bicarbonat (Kurven III und IV) einer
reduzierten und oxydierten Hiémoglobinlisung
(vgl. Tabelle 20).
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Abb.41. ,,Explosionsanalysen’ (Kurven III und II)

sowie Analysen des Total-CO, (Kurven V und IV)

ciner reduzierten und oxydierten Hamoglobinlésung

(vgl. Tabelle 21); die Kurve I repréasentiert das
geloste CO,.

a

Abb. 42.

Komplexgebundenes
und I) und Bicarbonat (Kurven III und IV) einer
reduzierten und oxydierten Hamoglobinlosung

(vgl. Tabelle 21).

CO; (Kurven II

Hiamoglobinlosungen oder Blut; man hat dieses Verhalten in der Weise
erklirt, dass Hiamoglobin stark sauer sei; es ist eigentiimlich, dass dieses
Phénomen und diese den Puffergesetzen widersprechende Auslegung nicht
lingst zur Entdeckung des Carbhimoglobins gefiihrt haben. Der Nachweis
des Carbhéimoglobins 16st sofort das Ratsel.
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VI. Einige physiologische Bemerkungen.

Wie schon hervorgehoben, liegt es ausser dem Plan der vorliegenden
Arbeit auf rein physiologische Probleme tiefer einzugehen; ich behalte es mir
vor, in einem spiteren Aufsatz hierauf zuriickzukommen. Dieses Kapitel
mag deshalb nur als vorlaufige Betrachtung aufgefasst werden.

In der V. vorldufigen Mitteilung sind folgende Gedanken ausgesprochen
worden :

Wihrend es mir gelungen ist zu zeigen, dass Carbhimoglobin CO, mit
grosser Geschwindigkeit abgeben kann, ist es mir noch nicht gelungen, eine
Technik auszuarbeiten, mit der sich quantitativ demonstrieren lisst, das

Hamoglobin CO, mit grosser Geschwindigkeit

50 | . . .
s aufnehmen kann. Qualitativ kann man bel
N Versuchen in einem gewdhnlichen Saturator
£

zeigen, dass eine Hamoglobinlosung schnell ver-
hiltnismissig mehr CO, als Serum aufnimmt;
genauere Zahlen habe ich nicht erreicht. Im
folgenden wird vorausgesetzt, dass das Hamo-
olobin schnell CO, aus den Geweben auf-
, nehmen kann.
0 IR I -y, In Abb. 43 stellen die gestrichelten Kurven
Abb. 45, Komplexgebundenes Cg‘jui?;‘ die Komplexbindungs- und Bicarbonatkurven
Bicarbonat ciner reduzierten und  der Abb. 42 dar; diese gelten fiir total redu-
(’X*"‘;f;fq‘.:(’f]Og}ilj;;:;’fl“’f’ﬁgf&?iesnm ziertes und total oxydiertes Himoglobin; unter
physiologischen Verhaltnissen ist das Venen-

blut etwa 549/, und das Arterienblut etwa 92°/, mit O, gesattigt; die voll
ausgezogenen Kurven geben dieses wieder. Wihrend der Passage durch die
Capillaren geht das Blut von der einen auf die andere Oxydationsstufe
und wechselt gleichzeitig zwischen den CO,-Gleichgewichtsdrucken ~wvon 60
und von 40 mm Hg; dieses ist durch die fett aufgezogene, schrige Verbindungs-
linie zwischen den Komplexbindungskurven ausgedriickt; diesen entlang
geht der schnelle CO,-Wechsel vor sich, aufwirts in den Gewebscapillaren,
abwiarts in den Lungencapillaren. Die Kurve zeigt, dass etwa 10 Vol.-%/, CO,
in dieser Weise durch eine 21°/jice Himoglobinlosung umgesetzt werden kann;
dieses gentigt vollig physiologischen Anspriichen.

Im Kreislauf wird das geloste CO, gleichzeitig mit dem komplex gebun-
denen ausgewechselt.

Wie verhilt sich aber das Bicarbonatsystem wiihrend der inneren Respi-
ration?

Cu

)

20

10

Kommt es iiberhaupt jemals zu einem Gleichgewicht mit dem physikalisch
gelosten (0, withrend des Kreislaufes des Blutes von den Geweben zu den
Lungen und von den Lungen zu den Geweben?
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Aus den Bicarbonatkurven der Abb. 43 ist ersichtlich, dass bei 60 mm CO,
und 549/, Oxydierung 4 Vol.-°/; weniger Bicarbonat-CO, in der Hamoglobin-
1osung ist als bei 40 mm CO, und 929/, Oxydierung. Es ist schon im vorigen
Kapitel hervorgehoben, dass diese absolute Unterbilanz vielleicht auf
mangelhafter Technik beruht, dass es aber als sicher zu betrachten ist, dass
eine relative Unterbilanz von Bicarbonat vorhanden sein muss.

Wie wird der Ablauf bzw. die Deckung fiir diese Uber-Unterbilanz im
zirkulierenden Blute geschaffen?

Seit dem vorigen Jahrhundert hat man gewusst, dass Bicarbonat(ionen)
aus den Erythrocyten zum Serum bei steigenden CO,-Drucken [Zuntz, (1867)]
und gleichzeitig Chlor(ionen) aus dem Serum in die Erythrocyten [Nasse
(1874)] passieren; die umgekehrten Prozesse finden bei Verkleinerung des
(CO,-Druckes statt.

Diese Frage ist wiahrend der letzten zwanzig Jahre eifrig studiert; Spiro
und Henderson (1908) waren die ersten, die diese Wanderungen als ein-
fache physikalisch-chemische Gleichgewichtseinstellungen zu beiden Seiten
der supponierten Erythrocytenmembran auffassten. van Slyke und Cullen
(1917), Fridericia (1920), van Slyke, Murray, Hastings und Sendroy
(1925) ausser vielen anderen haben die Wanderungen experimentell unter-
sucht und beinahe dquivalenten Austausch gefunden.

Der Grossenordnung nach stimmen die Literaturangaben iiber den
Bicarbonattransport bei variierten CO,-Drucken gut mit der von mir nach-
gewiesenen Uber-Unterbilanz von Bicarbonat in Himoglobinlssungen iiberein;
mehr ist kaum zu verlangen hinsichtlich der Unterschiede der Versuchs-
bedingungen.

Die Frage ist die, ob die Diffusion von Bicarbonat- und Chlorionen so
schnell ist, dass sie sich abspielen kann, bevor die Hydratisierung von CO,
und die Anhydrierung von Kohlensdure in nennenswertem Grade stattfindet.
Und dieses muss der Fall sein, da man tatsichlich im Serum des vendsen
Blutes den Uberschuss, und im Serum des arteriellen Blutes die Unterbilanz des
Bicarbonats nachweisen kann. Es soll hier daran erinnert sein, dass Ege (1922)
cezeigt hat, dass Bicarbonat- und Chlorionen viel schneller als andere Ionen
in die Erythrocyten diffundieren, z. B. etwa 80 mal schneller als Sulfationen.

Ferner hat Krogh (1910) bewiesen, dass Arterienblut in CO,-Gleich-
gewicht mit der Alveolenluft steht, das heisst, dass der CO,-Wechsel in den
Lungencapillaren im Laufe etwa einer Sekunde bis zum Gleichgewicht gediehen
ist, der Zeit, die das Blut durchschnittlich zur Capillarpassage braucht. Wie
schon vorgehoben, zeigen die referierten Versuche, dass eine bestimmte Ver-
teilung von ,,Bicarbonat’* und Chlor zwischen dem Serum oder Plasma einer-
seits und den Erythrocyten anderseits jedem CO,-Druck entspricht. Also
miissen die Diffusionen sich im Laufe derselben Sekunde abge-
spielt haben.
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Wiren die Diffusionsgeschwindigkeiten der Tonen nicht so gross, so
wirde dies bedeuten, dass wihrend des Kreislaufes

1. In den Arterien eine stindige Kohlensdureanhydrierung im Plasma
und CO,-Hydratisierung in den Erythrocyten, sowie

2. in den Venen eine stindige CO,-Hydratisierung im Plasma und
Kohlensiaureanhydrierung in den Erythrocyten stattfindet.

Dieses ist nicht wahrscheinlich und lasst sich also auch nicht mit Kroghs
Versuch in Einklang bringen.

Es muss daher berechtigt sein, den Schluss zu ziehen:

Im Blute geht der Austausch des chemisch gebundenen CO,
ausschliesslich mittels des Carbhdmoglobins vor sich; das Bi-
carbonat (HCO;) und die Kohlensdure (H,CO;) spielen dieselbe
untergeordnete Rolle fiir
die Respiration wie die
Chlorionen.

Man hat sich vorgestellt
[Rona und Gyoérgy (1913)]
und namentlich Warburg
(1922), dass die Ionenvertei-
lung durch einen Donnan-

%

S patt Prozess zu beiden Seiten der
Abb. 44. Zu erwartende CO.-Komplexbindungsprozente in .
Hiamoglobinlosungen bei variierten Salzkonzentrationen. hypothetlschen Erythrocyten—

membran in der Weise geregelt
wiirde, dass die gesamten osmotischen Konzentrationen auf den zweil
Seiten durch einen beliebigen Anionenaustausch auf ihre gehorigen Hohen
eingestellt wiirden. Das ist aber kaum richtig, denn Donnans Gesetz ver-
langt fiir jede monovalente, diffusible Anionenart dieselbe proportionale
Verteilung und fir jede monovalente, diffusible Kationenart dieselbe pro-
portionale aber reziproke Verteilung, also

alCl')y _ a[HOO%], _ a[H'],

a[Cl], —a[HCO%],  a[H}"

Im Blute aber diffundieren die monovalenten Anionen [HCO’;] und [Cl']
einander kompensierend entgegen; und diese Ionendiffusionen kénnen
deshalb nicht durch einen einfachen Donnan-Vorgang erklirt werden.

Die nachgewiesenen, mit dem CO,-Druck in verschiedenen Weisen vari-
ierenden Komplexbindungen von CO, und Chlor geben uns die erste plausible
Erklarung dieser Ionenwanderungen; eine quantitative Auswertung kann
selbstverstindlich erst dann unternommen werden, wenn das notwendige
Versuchsmaterial vorliegt.

Nach Faurholts (1925) Versuchen iiber die Verteilung des gebundenen
CO, zwischen Carbaminsystem und Carbonatsystem in Lésungen von CO,
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und Aminen miissen wir Verteilungskurven fiir eine Hiamoglobin-CO,-Losung
erwarten, die etwa den Verlauf der voll ausgezogenen Kurve in Abb. 44 haben.

Andern wir jetzt die Konzentrationen (oder korrekter die Aktivititen)
der Komponenten der Losung durch Diffusion von Ionen undjoder Wasser
oder durch Gasaustausch, dann miissen
wir eine Verschiebung der Kurve er-
warten, z. B. zu einem Verlauf wie
einer der gestrichelten Kurven. Wir
miissen also einen grossen Einfluss von

Salz-Konzentrationsanderungen auf die = | 1 | [ 1 j
10

CO, - Komplexbindungsfahigkeit  des 52 63 &% 65 65 67 66 69 70 97 12 13
Hémoglobi ¢ d daher auf Pel
: o _—

'amot‘ O. 1ns t?I‘W&I‘ en 'U.Il a e.l dl‘.l Abb. 45. Die CO,-Komplexbindungsprozente
die respiratorische Leistungsfahigkeit in meiner 1. Donnan-Versuchsreihe

: : _ mM [Komplex-CO,] )
des Blutes. Meine Donnan-Versuche (— ~nM [Totarcog X 100

haben diese Vermutung bestatigt (siehe
die Abb. 45, 46 und 47). Diese Andeutungen miissen geniigen, bis ein genaues
Versuchsmaterial vorliegt.

Aus den Versuchen von Barcroft und Camis (s. Abb. 5 und 6) wissen
wir, dass Anderungen der Salzkonzentrationen einen sehr grossen Einfluss
auf die Sauerstoffabgabe des Oxy-
hémoglobins ausiben.

ma; 6% 65 66 67 68 69 70 177 72 63 64 65 66 67 68 69 70 77 42 79
pall pat
Abb. 46. Die CO,-Komplexbindungsprozente ADbD. 47. Die CO,-Komplexbindungsprozente
in meiner 2. Donnan -Versuchsreihe in meiner 3. Donnan-Versuchsreihe

(_ mM [Komplex-CO.]

. _ mM [Komplex-CO,]
mM [Total-CO,] * 100) (

= T [Total-COJl  * 100)'

Variationen des Salzgehaltes des Blutes sind somit Vorgédnge, durch
welche der Organismus die respiratorische Fahigkeit des Blutes regulieren
kann: und diese Variationen konnen sehr schnell einsetzen; auf forcierte
Alveolendurchliftung, auf Atherinhalation oder auf Morphiuminjektionen
z. B. folgen sofort Anderungen des Bicarbonatgehaltes des Blutes (siehe z. B.
Yandell Henderson 1917); wie sich die Kationen- und Chlorkonzentrationen
des Blutes bei diesen Prozessen verhalten, ist meines Wissens niemals unter-
sucht.

Der Nachweis des Carbhimoglobins stellt diese seit langem bekannten,
plitzlichen Anderungen der Bicarbonatkonzentration des Blutes in eine neue
Beleuchtung. Wir wissen jetzt, dass das Bicarbonat nichts mit dem ,,respira-
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torischen (O, zu tun hat, und die Wirkung der Konzentrationsianderung
dieses Tons auf den respiratorischen (taswechsel ist also keine direkte.

Ein Organismus ist imstande, schnell und binnen weiten Grenzen seinen
respiratorischen Stoffwechsel nach dem Bedarf zu regulieren; man kann die
Mechanismen, die der Organismus fiir diese Variationen benutzt, in zwei
Klassen einteilen:

1. Die Anderungen ausserhalb des Blutes (Blutdruck, Minuten-
volumen, Schlagvolumen, Puls, Herzfrequenz, Atemfrequenz, Atemgrosse,
Capillarregulierung, Milzregulierung usw.).

2. Die Anderungen innerhalb des Blutes; von diesen sind nur die
spit einsetzenden Anderungen der Himoglobinkonzentration (Bergbesteiger,
Tunnelarbeiter) und die schnell einsetzenden Anderungen der Bicarbonat-
konzentrationen niher untersucht.

Da die Bicarbonat- und Chlorkonzentrationen im Blute gewissermassen
einander #quilibrieren, und da die Kationenkonzentrationen beteiligt sein
miissen, wire es von grossem Interesse, diese Konzentrationsinderungen aus-
fithrlich zu studieren, sowie die hierbei eintretenden Anderungen der respira-
torischen Leistungsfahigkeit des Blutes.

Wir werden in einer spiteren Arbeit auf diesen intrasanguinen Regu-
lierungsmechanismus des respiratorischen Stoffwechsels zurtickkommen.

VIII. Zusammenfassung.

1. Einleitung. Die bisherigen Grundanschauungen iiber die Zustands-
form des CO, im Blute sind kurz auseinandergesetzt: es wurde angenommen,
1. dass CO, nur als gelostes CO,, hydratisiertes CO, (I, CO;) und Bicarbonat
(HCO’,) im Blute existiere, 2. dass daher das einfache Massenwirkungsgesetz
fiir die Dissoziation des CO, im Blute giiltig sei, 3. dass der CO,-Wechsel in
und aus dem Blut sich durch Hydratisierung von CO, bzw. Anhydrierung
von Kohlensiure abspiele, und 4. dass die Ionenverteilung zwischen Erythro-
cyten und Plasma durch einfache physikalisch-chemische Gleichgewichts-
einstellungen vor sich gehe.

Aus Faurholts Versuchen werden die Geschwindigkeiten berechnet,
mit welchen CO,-Bicarbonat-Lisungen bei physiologischen Wasserstoffionen-
aktivitaten und verschiedenen Temperaturen das Gleichgewicht erreichen
konnen. Es wurde gezeigt, dass das CO,-Bicarbonat-System im Blute un-
moglich zum Gleichgewicht binnen einer Sekunde kommen kann, der Zeit,
die das Blut zur Capillarpassage braucht. Bei 0°, 18% und 37° C kénnen nur
bzw. 0,4°/,, 3%, und 16°/, der Kohlensiurekomponente sich umsetzen. Die
Problemstellung, zu welcher dieser Nachwels dem Verfasser Anlass gegeben
hat, wurde besprochen, sowie der Plan vorliegender Arbeit.
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2. Aus einigen Betrachtungen iiber die allgemeine physi-
kalische Chemie der Eiweissstoffeim Lichte der Bjerrumschen Ampho-
lyttheorie wird ersichtlich, dass Komplexbindung von Ionen (oder einem
(Gras wie Op) an Eiweissmolekel unter gleichzeitiger elektrischer Umladung der
Eiweissmolekel ein allgemeiner Vorgang ist; die vom Verfasser nachgewiesene
Komplexbindung von CO, an Hidmoglobin, die unter KElektronegativierung
der Himoglobinmolekel verlduft, ist daher nur als ein Spezialfall anzu-
sehen.

3. ,,Uber die Dissoziation des COy‘. Die Dissoziationsgesetze des
('O, in wisserigen Losungen wurden einer Erdrterung unterzogen. Es konnte
cezelgt werden, dass die Messungen der ,,1. Dissoziationskonstante des CO,*
m Hamoglobinlosungen von Stadie und HHawes (1928) nur als eine Bestiti-
cung meines Nachweises der Komplexbindung wvon CO, und Chlor an das
ITdmoglobin aufgefasst werden kann.

4. Ein kurzer historischer Riickblick auf die Arbeiten iiber die physi-
kalische Chemie des Ildmoglobins der letzten 30 Jahre ist gegeben.

5. In drei Donnan-Versuchsreihen mit CO,-Cl’-Hémoglobinlésungen
und einer mit Phosphat-Hamoglobinlésungen wird eine mit der Wasser-
stoffionenaktivitiit variterende Komplexbindung wvon CO,, sowie von Chlor-
und Phosphationen nachgewiesen.

6. Eine Rethe von ,,Explosionsanalysen’ mit drei verschiedenen Seris
und mehreren verschiedenen H#moglobinlgsungen, die bei variierten CO,-
Drucken gesittigt waren, zeigt, dass Hamoglobinlésungen, nicht aber Sera,
einen Teil ihres gegenwiirtigen, gebundenen CO, ,,momentan‘‘ abgeben konnen,
wenn sie plotzlich einem Torricelli-Vakuum ausgesetzt werden, wiihrend
sie den Rest nur langsam abgeben, ganz wie Sera ihr gebundenes CO, nur
langsam abgeben. Es wird betont, dass das schnell reagierende CO, in CO,-
Hiamoglobinlgsungen aller Wahrscheinlichkeit nach komplex an das Himo-
globin gebunden ist, — also als Carbhémoglobin.

7. a) Im Blute geht der Austausch des chemisch gebundenen
CO, ausschliesslich mittels des Carbhémoglobins vor sich; das
Bicarbonat (HCO’3) und die Kohlensdure (I, COy) spielen dieselbe
untergeordnete Rolle fiir die Respiration wie die Chlorionen.
Wihrend der Capillarpassage kommt das Bicarbonat- und Chlorionensystem
zam  Gleichgewicht durch die Diffusion der Ionen zwischen dem Plasma
und den Erythrocyten.

b) Da 1. die Salzkonzentrationen im Plasma und in den Erythrocyten
einen sehr erossen Einfluss auf die Sauerstoff- und CO,-Auswechselfahigkeit
des Hémoglobins ausiiben, und da 2. wir aus vielen Versuchen aus der Literatur
wissen, dass Bicarbonat schnell aus dem Blut bei beschleunigter Respiration
verschwindet und schnell in das Blut bei verlangsamter Respiration hinein-
kommt, kénnen wir folgendes schliessen, dass:
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Der Organismus ist mit einem schnell einsetzenden, physi-
kalisch-chemischen, im Blute gelegenen Regulierungsmechanis-
mus seines respiratorischen Stoffwechsels ausgestattet, der die
respiratorische Leistungsfahigkeit des H&moglobins nach dem
augenblicklichen Bedarf einstellt.

Es ist mir eine angenehme Pflicht meinem lieben und hochverehrten
Lehrer, dem Direktor des Irstitutes, Dr. Thorvald Madsen, meinen herz-
lichsten Dank fiir sein freundliches und anregendes Interesse sowie fiir die
ausgezeichneten Arbeitsverhéltnisse im Laboratorium auszusprechen.
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