Uber die Zersetzung des roten Blutfarbstoffs durch
~ Trypsin.")

von Prof. B. ReiNBOLD.

Um die chromophore Gruppe des roten Blutfarbstoffs in -
moglichst unveridndertem Zustande gewinnen zu koénnen, darf
man zur Trennung derselben vom Globinanteil nur in ganz
milder Weise eingreifen. v. Zeynek®) digerierte Hamoglobin mit
Pepsin ifi schwach salzsaurer Losung. Da das Globin dabei
verdaut wurde, schied sich das freigewordene und in Sduren
unlosliche Hdamatin aus dem Gemische aus. Das so gewonnene
Produkt wurde von v. Zeynek ,,Verdauungshidmatin® genannt
und fiir diejenige Substanz gehalten, welche der chromophoren
Gruppe des Blutfarbstoffs tatsédchlich entspricht. Dieser Auf-
fassung schloss sich auch Kiister®) an. Seiner Auffassung nach
soll jedoch das Verdauungshdmatin die chromophore Gruppe
des Methdmoglobins darstellen, wihrend derjenigen des Oxy-
hdmoglobins ein von ihm H&dmochromogenperoxyd genannter
Kérper entsprechen soll. Auf dhnlichem Wege haben noch Soll-
mann') und Garzia’) Hidmatin dargestellt.

Uber die Zersetzung des Blutfarbstoffs durch Trypsin sind
mir nur spirliche Angaben bekannt. F. Hoppe-Seyler teilte
schon im Jahre 1877 die Beobachtung mit, dass das Oxyhidmo-
globin dem Pankreasferment gegeniiber sich weniger resistent

1) Die Versuche sind noch im Jahre 1918 im physiologisch-chemischen
Institut der kon. ung. Franz Josef Universitit in Kolozsvar ausgefiihrt
worden. .

2) R. v. Zeynek. Zeitschr. {. physiol. Chemie. 30, 126 (1900).

3) 'W. Kiister. Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 43, 370 (1910).

4) F. Sollmann Americ. Journ. Pharm 74, 275 (1902).

%) Fr. Garzia. Biochem. Zeitschr. 16, 277 (1909).



verhilt, als das reduzierte Himoglobin, ohne iiber den Gang der
Zersetzung nidhere Angaben zu machen.

In der Mitteilung von Zeynek iiber sein ,,Verdauungs-
" hamatin* lesen wir die Bemerkung, dass ihm die Zerlegung des
Blutfarbstoffs durch Trypsin nicht gelang. Es ist andererseits
bekannt, dass ganz geringe Spuren von Blutserum die trypti-
sche Verdauung der Eiweisskdrper aufheben, resp. die Aktivie-
rung des Trypsinogens verhindern.

Es konnte demnach angenommen werden, dass bei An-
wesenheit von geniigendem Sauerstoff beziehungsweise Verhin-
derung der sogenannten ,Selbstreduktion” des Blutfarbstoffs.
und nach vollkommener Entfernung des Blutserums nichts im
Wege der tryptischen Zerlegung des Blutfarbstoffs stehen
wiirde. Die bei ganz schwach alkalischer Reaktion verlaufende
tryptische Verdauung diirfte die chromophore Gruppe besser
schonen, als die Einwirkung der Pepsin-Salzsdure, wihyend das
Globin durch Trypsin eine weitergehende Zerlegung erleiden
sollte. Es konnte somit erhofft werden, dass man durch die
tryptische Verdauung des Blutfarbstoffs zu einem Hidmatin-
praparate gelangen konnte, welches der urspriinglichen chromo-
phoren Gruppe des Blutfarbstoffs ebenso oder noch mehr ent- .
spricht als das ,,Verdauungshiamatin®“ von v. Zeynek.

In den vorliegenden Versuchen suchte ich folgende Fra-
gen zu beantworten: Spielt der rote Blutfarbstoff bei der anti-
tryptischen Wirkung des Blutes eine Rolle? Kann das Hdmo-
globin (Oxyhidmoglobin, Methidmoglobin) durch Trypsin unter
Gewinnung von Himatin zerlegt werden? Wie ist der Verlauf
der tryptischen Verdauung des Blutfarbstoffs bei Luftzutritt
und bei Luftabschluss?

In den zur Beantwortung der ersten Frage angestellten
Versuchen wurde die tryptische Verdauung von reinem Kasein
weder durch Losungen rein dargestellter Himoglobinpriparate
noch durch Losungen gut angewaschener Pierdeblutkorperchen
oder einen wisserigen Auszug der Stromata irgendwie gehin-
dert,"wihrend stark verdiinntes frisches Blut eine starke Hem-
mung ausiibte. Nach dieser Feststellung bestand allerdings noch
die Moglichkeit, dass der Blutfarbstoff einen spezifischen Wie-
derstand der Trypsinwirkung gegeniiber leisten konnte, .



Zur Schilderung des allgemeinen Vérhéltens einer Blut-
farbstofflosung bei der tryptischen Verdauung soll hier der Ver-
lauf eines Vorversuches beschrieben werden.

Eine geringe Menge eines aus Pferdeblutkorperchen dar-
gestellten trockerien kristallinischen Oxyhamoglobmpraparateq
welches wenig Methdmoglobin enthielt, wurde mit 01 %-iger
Na.CO;-Losung aufgeruhrt 3—4 Tage mit Trypsinglycerin
bei 35—40 digeriert und das Absorbtlonsspektrum von Zeit zu
Zeit beobachtet.

Anfangs zeigten sich zwei Streifen, welche demjenigen
des Oxyhidmoglobins resp. des alkahschen Methamoglobms
entsprachen. ,

Man darf namllch bei der Verwertung der einfachen Ab-
sorptionsspektra nicht vergessen, dass die Streifendes alka-
lischen Methdmoglobins, wenn dies@gfarbstoﬁ in nicht zu gros-
sen Mengen neben Oxyhidmoglobin.zugegen ist, durch die Strei-
.1en des letzteren verdeckt werden konnen. Ist die relative Menge
des Methéimoglobins grosser, so wird ihre Gegenwart sich durch
einen Schatten vor dem ersten Streifen und durch die Triibung
des hellen Raumes zwischen beiden Oxyhémoglobinstreifen
dem geiibten Auge verraten.
© Vor diesen beiden Streifen trat im Verlaufe der Ver-
dauung noch ein dritter — derjenige des ,saueren Methdmo-
globins — von Zeit zu Zeit im Roten auf und verschwand immer
auf Zusatz ganz geringer Sodamengen. Die Reaktion des Ge-
misches blieb dabei gegen Lakmus stets alkalisch.

Im Laufe der Verdauung traten die Methdmoglobinstrei-
fen iiber die Oxyhdmoglobinstreifen in Vordergrund, zugleich:
ist jedoch das ganze Absorptionsspektrum verwaschener gewor-\
den. Am vierten Tage des Versuches waren die Methdmoglo-
binstreifen schon kaum zu beobachten. Auf vorsichtigen Essig-
sdurezusatz schied sich nun ein relchhcher dunkelbrauner Nie-
derschlag ais, welcher beinahe simtlichen Farbstoff der Lé-
sung enthielt. Die von diesen durch Zentrifugieren befreite
Fliissigkeit war hellbraun, im Absorptionsspektrum fehlten die
“charakteristischen Strelfen weiterer Sdurezusatz oder Trichlor-
essigsdure erzeugten’ in’ jhr keinen weiteren Nlederschlag

° Der in Wasser unloschliche, griindlich ausgewaschene
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Niederschlag trocknete auf der Tonplatte in schwarzen Krus-
ten, welche sich leicht zu einem rétlichbraunen Pulver zerrei~
ben liessen. Die Substanz erwies sich als unlgschlich in Wasser
sowie in 95%-igem kaltem Alkohol, kaum 1dslich in heissem.
95% Alkohol, 16slich in Eisessig, Pyridin, pyridinhaltigem Was-
~ser, Piperidin, wissriger verdiinnter NaOH, — NH.OH — Tri--
methylaminlésung, Kalkwasser. Kristallinisches Hamin ‘konnte:
aus dem trockenen Pulver durch Erwirmen am Objekttrager
mit kochsalzhaltigem Eisessig nicht dargestellt werden. Eine:
Losung in Eisessig lieferte beim Aufkochen unter Kochsalzzusatz
graue, rosettenférmig geordnete Nidelchen. Mit salzsaurem
Alkohol oder Aceton entstand ein hidminartiger ‘Niederschlag
in etwas reichlicheren Mengen. Die Substanz ergab in verdiinn--
ter Natronlauge geldst und mit Pyridin und einer reduzierenden
Substanz unter Luftabschluss erwidrmt eine klare Losung vom
Ha4mochromogen, beim Abkiililen einen schon kristallinischen,
Niederschlag' von Hdmochromogen. Es wurde also eine stétige
Umwandlung des Oxyhdmoglobins in Methdmoglobin und dabei
eine stitige Abnahme der Gesamtmenge des Blutfarbstoffes bis..
zum Verschwinden desselben beobachtet. Am Schlusse des Ver-
suches fand sich eine reichliche Menge eines Stoffes von den
Eigenschaften des Hamatins in der Losung, welcher von den
bisher bekannten Hiadmatinen durch seine Darstellung unter--
‘schied un dem Zeynek-schen , Verdauungshimatin® insofern.
niher stand als dem gewohnlichen Hamatin, dass er verhélt--
nissméssig leicht kristallinisches Héamin lieferte.

Aus mehreren Versuchsgruppen seien hxer zwei ausfiifir-
lich beschrieben. |

Versuchsgruppe A.

Eine gesittigte ‘wiissrige Lésung von frisch aus Pferde-
blut dargestelltelitem kristallinischem - Oxyhdmoglobin wurde
vom Uberschuss des Farbstoffes durch Zentrifugieren befreit.
und mit destilliertem Wasser zweifach verdiinnt. Ein Teil dieser
Losung wurde mit 1% einer '/ n. Natronlauge, ein zweiter Teil.
ausserdem noch mit 10% einer 3%-igen Trypsinlésung (Kahl-.
baum) versetzt. Von beiden Teilen wurde je eine Portion vom

/



_ungefdhr 10 cc. in entschprechiend geformten .Glasréhren mit
der Luffpumpe entgast, dann mit reinen Wasserstoff vollig
sauerstofirei gewaschen und- schliesslich von:der freien Luft
durch Abschmelzen (trypsinfreie Losung) resp. durch Verdre-
hen eines Hahnes (trypsinha!tige Losung) abgeschlossen.

Da die Stammlosung vor dem Beginn der Verdauung ein *
gémischtes Absorptionsspektrum (Streifen des Oxyhdmoglobins,
des alkalischen und des sauren Methdmoglobins)®) zeigte, wurde
-eme weitere Portlon der trypsinhaltigen Losung?), mit. NaOH
sowelt ‘alkalisiert bis der Streifen des saueren Methamoglobms
verschwand. Aus dieser Losung wurde ein Teil sauerstoffrel
in ein Rohrchen eingeschrholzen. :

Die zugeschmolzenen Rdéhren mit den drei sauerstoffrelen :
Losungen, sowie drei offene Probierréhren mit den- entschpre-
chenden sauerstoffhaltigen Losiungen wurden gleichzeitig in ein
" gemeinsames Wasserbad von 40 C. gesenkt und ihre Absorp-
tlonsspektren von Zeit zu Zeit beobachtet

.6). Es wurde vom Verfasser frither-gezeigt (Festschrift fiir Prof. Lech-
‘ner 1915, S. 442, ungarisch), dass das Methdmoglobin beim Ansauern seiner
alkalischen Losung sein Absorptionsspektrum nicht mit einem Schldage son-
«dérn nur allmélich &dndert, so dass auf der Grenze der Neutralitit ein
,,Ubergangspektrum“ existiert in welchem sowol die Streifen der sauren,
‘wie die der alkalischen Losung s1chtbar sind.

7) Von der trypsinfreien Losung stand mir schon keine genugende
Menge zur Verfugung ' - . '

&



TABELLE

I.

* Trypsinfreie Blutfarbstofflosung mit wenig Alkali.

A. In offenem Rohre B. Saterstofifrei. in geschlossenem
Zeit : ohre
der Beo- Verhalten und Verhalten und Vorhalten und " Vorhalten und
Absorptionsspek- | Absorptionsspek- || Absorptionsspek- | Absorptionsspek-
bachtung || trum deg alkali- [trum nach Ansauern]] trum der alkali- jtrum nach Ansauern}
schen Loésung mit Essigsdure schen Ldsung mit Essigsdure [
31V, iHb, } 1 Hb, :
11030 s ¢ L 1) Hbg 1 wird |
(Beginn || _ In dicker — auch bei — -
des |l Schicht wird dicker Schicht
Versuchs){ Hb2¢ | deutlich nicht sichtbar '
Fb, 1111
2U.n. M. HbaE § ™ — , —
N Hbz¢ deutlich : 5 i
- |Bleibt klar £
"14U.n. M. — Hb, I, 1] stark » —_
‘ ' Hb?ae I deutlich
6.U.n. M, . B N —
Ziegelroter . .
Niederschlag .
Hb, Keine Stei ’
ge- '
WV Hbax LI rung -der Trii- '
o U v.M. Hbae [ bung, Absorpti- » —_
"7 Die Fliissigkeit | onsspektrum,
wird abzentri- | wie frither
fugiert und wei- .
ter erwdrmt i
\ Essigsdurezusatz — X
zur abzentrifugi- z :
. erten Losug: Dass Rohr wird gedffnet !
2/Vl. Neuer, éihnllcher kein weiterger Hb G £ :
I 10. U.vM| Niedersghlag Niederschlag Hbg]k I,‘ll . . H
{Hb, LIlstark || om0 Bleibt klar ¢
n -
Hbze I schwach] ree wid auch | [iPo L 11
Hb% deutlich
Hb2¢ [ schwach m Y% ’
sichtbar

L

1) In dieser Tabelle, wie auch in den folgenden bedeuten:

© Hbo

" Hbak [, II:

Hbee 1:

Hb; : den fur reduz.ertes Himoglobinbezeichnenden Streifen (l=-559)m¢. ‘

I, II:

(X. = 577 pp, 4 =>540 pu).

moglobins (4 =579 pu, 2= 540 up).

die zwei charakteristischen Streifen des Oxyhamoglobms

die 2wei dhnlichen Streifen des in alkali geldsten Methé-

den fiir saure Lésungen von Methdmoglobin bezeichnendem

Streifen im Roten (4= 626 pu) Dieser Streifen kann im ,Uber-
gangsspektrum® bei missig alkalischer Reaktion neben HbRF
I, 1l erseheinen.



: TABELLE II. ,
Trypsinhaltige Blutfarbstofflosung, mit wenig Alkali.

A. In offenem Rohre

B. Im geschlossenem Rohre bei stark

4

en, deren-erster,
verwaschener ist,

als der zweite

Zeit beschrinktem Luftzutritt
der Beo- Verhaiten und Absorptionsspektrum ]
bachtung der alkalischen | nach Ansauern | der alkalischen | nach Ansauern

Losung mit Essigsdure Losung mit Essigsdure
31/V.11U,
30" v. M. Hb;’m} L1 :
{Beginn | Hby®) 7 —_ Hb, —
des  Hb2 I schwach '
Versuchs) m ° sciiwac
Hose] 11 o L
2U.n. M. m ) — Hba® § —
< HDb2 stirker, Hbee
wie friither m deutlich
Hb, } . Triibung Hb
T 1115 o L T [ R <
T P HDb2 noch schwach Hb‘;-;l tark
‘ stirker Hbee | stark m * Star '
Brauner Nieder-
6 U.n.M. | Hbax { Hb, I, 11 ] —
o schwach schwach
Hb2e [ stark
Reichlicher
~ 'brauner Nieder-
Hbee L. schlag, bordeux ||
Ander Stelle von' Hrg:f‘ ILosung
I/VL. 'Hb, - @
QU..I].M. ~Hbalk I, Il. Hbo I, II » -
P he- | Schwach und
“er Sehatten |  typisch (der
| erste Steifen ist
verwaschener,
als der zweite)
Hbjs schwach
Ander Stellevon '
Hb :
4U. 30 Hbf}k} LI — Eg&k}l, H -
n. M. lsind zwei Strei- Hbse [




A. In offenem Rohre

B. In geschlossenem Rohre bei stark

°

cm. Schichtdicke
wird Hbg; |
sichtbar

Keine unmittel-
bare Veridnde-
rung

TABELLE IIL
Trypsinhaltige Blutfarbstofflosung mit hinreichendem’ Alkali.

Zeit beschrinktem Lufrzutritt
der Beo-l| . \lerhalten und Absorptionsspektrum
bachtung der alkalischen | nach Ansauern || der alkalischen | nach Ansauern
Lésung mit Essigsdure Losung mit Essigsdure
] Sehr reich|jcher
braunerNieder- Hb* I I
schlag. Die ge- [ Hb, !
ac kldrte Fliissig- schwach -
Hb; keit ist heli- | Hb® gtark 1
2/51. verschwunden | braun. An Stelle
10U.v. | Hb von Hb, I, lizwei
M. Hb‘:’).lk } L1 verwaschene Dass Rohr wird geofinet
wie friiher Streifen. Bei 1

Sehr reichlicher
Niederschlag
Die geklérte
Fliissigkeit ist

braun.

Hb2e [ stark

Hb, I, II

.schwach

Zeit A. In offenem Rohre B. Sauerstoffegi,hin geschlossenem
el : ohre
der Beo- Verhalten und Absorptionsspektrum
bachtung || der alkalischen | nach Ansauern | der alkalischen | nach Ansauern
Losung mit Essigsiure Losung mit Essigsidure
31/V.
11 U. 30" Hb
v. M, .
(Beginn Hbglk}I' ! - Hb, .
des "
Versuchs)
Hb
2UanHbz“‘}l’“ — Hb, - —
.n.Ml m ac .
Hbe I deutiich Hbj; I deutlich
Brauner Nieder-|
"schlag
4U.n.M. — Hb2¢ I stark ., _
Hb, 1,11
schwach
: Brauner Nieder-
Hb, %
L1l schlag
6 U.n.M. Hb2lx Hb, I, II .
schwach schwach ”
Hb deuttich  |Hb2® I deutlich




A. In offenem Rohreé

« B. Sauerstofifrei,

in geschlossenem

Zeit Rohre
der Beo- Verhalten und Absorptionsspektrum
bachtung der alkalischen nach Ansauern | der alkalischen | nach Ansauern
. Losung mit Essigsdure Losung mit Essigsdure
Hb2® schwach Reichlicher
An Stelle von | brauner Nieder- ~
Hb schlag. Die ge-
th% I, 1 zwei| kldrte Losung
m ist bordeauxrot. || Hp,
VI verwaschene | ppec | stark r .
9. v. M. { Streifen, welche Hbml 11 Hb2e ist ver- —
* 7 bei grosserer o 1y 'schwunden
' Schichtdicke | Schwach und '
verfliessen. - | atypisch (der
Schiitteln mit | €rste Streifen
Luft dndert am | istverwaschener
Bilde nichts. | als der zveite.
Reichlicher
brauner Nieder-
schlag. Die ge-
kldrte Losungist
hellibraun mit
, einem Stich ins
45 M30 Wie friiher Rosa. Hb, -
Hb2¢ I bei 1¢cm.
" Schichtdicke
sichtbar
N Hb, I, Il
wie oben.
. IHb, —
Reichlichbar
ls)zﬁfan;rg;:dge;: Das Rohr wird gebffnet
kidrte Flissig- Wenig brauner
2V . kent:sthellbraun Niederschlag.
10 U.v.m.| HOG . |Hba I beieiner| Hb, | | - Die geklarte -
L verschwunden Schichtdicke || pypalk I 1 sung hat die
von mehreren Y . Farbe einer
cm. schwach Hbm erscheint | xonzentrierten
sichtbar. Schat-|| 1N Wenigen | Ly .y seun
i {i Minuten ° g
ten im Griinen. Hbo l’ ” stark
Hb}? schwach
Offen weiter digeriert
Ziemlich reich-
11y 15 Hb2 I stark | licher brauner
v. M. Hb, LI Niederschlag
Hbaik { ™ Hbjs [ stark
- . schwach Hb, I, I

schwach




Die in diesen Tabellen aufgezeichneten Beobachtungen
zeigen, dass in der trypsinfreien Blutfarbstofflosung, welche
schon beim Beginn des Versuchs ein wenig Methdmoglobin ne-
ben viel Oxyhdmoglobin enthielt in den ersten 6 Stunden der
- Digestion bei Luftzutrit eine geringe Steigerung des Methdmog-
lobingehaltes, sonst aber keine Veridnderung des Blutfarbstoffes
und besonders keine Hidmatinbildung stattfand. Im Laufe der
weiteren protrahierten Digerierung d. h. in 21, 30y 40 Stunden
entstanrd ein geringer rotlicher Niederschlag, welcher sich vom
Héamatin unterschied. Der Oxyhidmoglobin- und Methdmoglo-
bin-Gehalt der Losung blieb bis zum Ende des Versuchs beinahe
unverdndert. (Tabelle 1. A).

In der sonst gleichen und gleich behandelten trypsinhalti-
gen Losung fand dagegen schon in den ersten vier Stunden der
Verdauung eine bedeutende Vermehrung des Methdmoglobins
auf Kosten des Oxyhidmoglobins statt, in der vierten Stunde
war auch der Beginn der Hamatinbildung zu beobachten. In der
6-ten Stunde der Verdauung ist die Menge des freigewordenen
Himatins betriachtlich geworden, vom 21-ten Stunde an war
dagegen schon kein typisches Oxyhdmoglobinspektrum zu beo-
bachten. Im weiteren Verlaufe des Versuchs nahm das Hdma-
tin zu, der Blutfarbstoff bis zum vélligen Verschwinden ab.
(Tabelle II; A). .

. Mit etwas mehr Lauge verlief der Vorgang ganz in der
gleichen Weise (Tabelle III; A). Es ist klar, dass in dieser
Zersetzung des Oxyhidmoglobins und zwar nicht nur<im Frei-
werden des Hédmatins, sondern auch in seiner Umwandlung in
Methdmoglobin, das Trypsin eine Rolle spielt. Der Umstand,
dass in einem Versuch (Tabelle 1, A) die Hidmatinbildung erst
in der vierten Stunde merkbar wurde, als schon beinahe samtli-
ches Oxyhidmoglobin in Methdmoglobin umgewandelt war, lasst
den Schluss zu, dass die Hdmatinbildung und Methdmoglobin-
bildung nicht als paralelle Vorginge mit dem gemeinschaft-
lichen Ausgangspunkte Oxyhdmoglobin, sondern als verschie-
dene Stadien eines und desselben Zersetzungvorganges auf zu
fassen wiren, deren eine Stufe Methdmoglobin bildete.

Unter Luftabschluss veridnderte sich das reduzierte Hi-
moglobin der sauerstoﬁreien trypsinhaltigen Losung in 46 Stun-
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den nur kaum merklich. (Tabelle III. B). Die Losung zeigte
sowol am Anfang wie am Ende des Versuchs das reine Absorp-
tionsspektrum des reduzierten Hamoglobins. In den 2—6-ten..
Stunden” der Verdauung war jedoch daneben auch der Streifen
der sauren Methdmoglobinlosungen voriibergehend zu beob-

achten. Dieser Streifen verschwand im welteeren Verlaufe des

Vorganges. )

Zur Erkldrung dieser Erscheinung sind zwei Moglichkei-
ten in Betracht zu ziehen. Das anfangs vorhandene Methdmo-
- globin diirfte erstens zu reduziertem ‘Hamoglobin umgewandelt
werden, oder es traten voriibergehend saure Affinititen im
Uberschusse auf, wodurch der erste Streifen des ,,Ubergangs-
spectrums* des Methdmoglobins erschien, spiter aber infolge
einer Zunahme der alkalischen Reaktion wieder verschwand.
Die’ Streifen des alkalischen Methidmoglobins diirften dabei
durch den starken Streifen.des reduzierten Himoglobins ver-
“deckt bleiben. Welche dieser Annahmen der Warheit niher
liegt, liess sich bei der vorliegenden Anordnung der Versuche
‘nicht feststelen.

Nach dem Offnen des Glasrohres wandelte sich das re-
duzierte Himoglobin der Loésung in Oxyhdamoglobin um. Die
Streifen des Oxyhidmoglobins konnten natiirlich die Streifen
des vielleicht vorhandenen Methidmoglobins verdecken. In we-
nigen Minuten wurde aber auch der Methdmoglobinstreifen im
roten sichtbar. Ist dies als ein Zeichen einer, durch Luftzutritt
rasch gesteigerten Methdmoglobinbildung aufzufassen, oder ist
sie einfach durch die Sdurewirkung der Luftkohlensiure zu
erkldren, welche das ,Ubergangsspektrum® des Methidmoglo-
bins zu Tage brachte, war wieder nicht zu entscheiden.

In der Losung bildete sich eine geringe Menge Hidmatins,
_die von diesem durch Essigsdure befreite Losung enthielt iiber-
w1egend Oxyhiamoglobin neben wenig Methdmoglobin.

War der Luftzutritt nicht vollig ausgeschlossen (Tabelle:
II. B) so verlief der Vorgang wesentlich so, wie bei freiem Luft-
zutritt, nur etwas langsamer; am Ende des Versuchs war noch
Oxyhémoglobin in der Losung vorhanden. :

Das reduzierte Hidmoglobin der trypsinfreien Losung (Ta-
belle 1. B) verdnderte sich bei Luftabschluss in 46 Stunden bei
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40° C nicht merklich. Im Absorptionsspektrum war am Beginn
und Ende des Versuchs nur der Streifen des reduzierten Hi-
. moglobins sichtbar. Nach dem Zulassen der Luft  erschienen
die Streifen des Oxyhdmoglobins und daneben der Streifen des
sauren ‘Methdmoglobins, in derselben Intensitdt, wie sie auch
vor dem Auspumpen des Sauerstoffs aus der Losung schon
vorhanden waren.

Hématin ist nicht frei geworden. Aus der Vorsuchsgruppe
ist deutlich zu ersehen, dass die tryptische Verdauting des Blut-
farbstoffs resp. die Methdmoglobin und Hamatinbildung aus
demselben ohne Sauerstoff nur sehr unvollkommen vor sich
gehen. Besonders beweisend ist in dieser Hinsicht der Befund,
dass die bei Luftabschluss durch 46 Stunden unverindert ge-
bliebene trypsinhaltige Blutfarbstofflésung eine rasche Metha-
moglobin und Hidmatinbildung .zeigte, sobald die Luft frei zu-
gelassen wurde.

Versuchsgruppe B.

Die abzentrifugierten Blutkdrperchen aus 2 Lit. Rinder-
blut wurden mit 1%-iger Kochsalzlosung zweimal gewaschen,
erfrieren gelassen und in wenig Wasser aufgelost. Die Losung
wurde zweimal mit reinem Aether ausgewaschen, von den
Stromata durch Zentrifugieren befreit filtriert und durch einen
reinen Luftstrom entdthert. In dieser’ Weise wurden etwa
350 cc. dunkelrote Losung erhalten (Stammlosung dieser -Ver-
suchsgruppe). Im Absorptionsspektum derselben waren nur die
Oxyhidmoglobinstreifen sichtbar, der Streifen des Methimoglo-
bins im Roten kam auch nach Ansauern’ mit Essigsdure nicht
zum Vorschein. T ' '

30 cc. dieser Stammldsung wurden auf 300 cc. mit destil-
liertem Wasser. verdiinnt mit 5 cc. norm. NaOH versetzt und .
wie in der vorigen Versuchsgruppe weiter gepriift.

K Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen-
gestellt: s ’



TABELLE 1V.
Trypsinfreie Blutkdrperchenldsung.
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A In offenem Rohre

Sauerstofffrei in geschlossenem Rohre

ten vor dem
ersten Streffen

Zeit-
der Beo- . Verhalten und Absorptionsspektrum 4
bachtung der alkalischen | nach Ansauern ||der alkalischen | nach Ansauern '
. Losung | mit Essigsdure Lésung mit Essigsdure j
13/VL.9U. Bleibt klar
@eginn [ Hb, 1,11 |Hbe LI -
" des o b Hbzy I schwach| ™"~
Vorsuchs) ' angedeutet
S Bleibt klar
11 U. 4% Hbo Hb. . II
v. M. |Hpax I,11 o 1, 1l stark » — |
m Hb3? I schwach ;
i
1U. 30 I
n. M. ” » ”» bt 3
- d
Bleibt klar /
Hb, I, II.
. 4U.n. M. ' — gch’wach » — '
‘ Hb2¢ 1 stark o 1
1 i
7U. 30" | Hb, 1 |, Bleibt kar - : _ _
n. M. |Hbak (% HbiS 1 stark » \
WL ‘ Endabsorption ‘ "
9U. 45 alk . — ,
v. M. Hbg* 1, 11 vom Griinen » 1
AU M. it einem Schat- . _ :
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“ Zeit- A Ir offenem Rohre Sauerstoffirei in geschlossenem Rchre
1 der Beo- Verhalten und Absorptionsspektrum
| bachtung i der alkalischen | nach Ansauern |ider alkalischen nach Ansauern
i Lésung mit Essigsdure Losung mit Essigsdure
Hb2= [, [I Bleibt klar
}g/ \G schwach,  |Hb2¢ 1 schwach _
v. M. Schatten vor dem| Endabsorption »
* 7 || ersten Streilen rechts
Heller Nieder-
schlag, welcher
Hbax |, 11 sich im Uber-
. sehr schwach [schuss derSédure
|4 U-n- Ml hattenvor dem aufiost. » -
ersten Streifen | HD2? I deutlich,
Endabsorption
rechts
1 16/VI. 10 _
JU.v. M. - ‘ - »
Des Rohr wird gedffnet, sein
Inhait mit Luft geschiittelt
10 U. 45 _ — Bleibt ki
v. M. Rosaroter | el ar
. Schaum Hb, I, 11
Hb, I, 11 Hbiy schwach -
l angedeutet
Offen weiter digeriér;
. _ _ Bleibt klar
6U.n.M. Hb, HDb3? zeimlich
anlk § I 11 . stark
Hb, I, 11
verwaschen
. L1l Bleibt klar
| 18vL Hb”‘k} Hbze I st
112 L/JQ M. - - verwaschen, Encxinabsosrg{ilf)n
Enda;it;‘skosrption links
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Trypsinhaltige Blutkérperchenldsung.

Zeit
der Beo-
bachtung

A. In offenem Rohre

B. auerstofffrei in geschlossenem
Rohre

Verhalten und Absortionsspektrum

der alkalischen
Lésung

nach Ansauern
mit Essigsdure

der alkalischen
Losung

nach Ansauern
mit Essigsdure

13/VI.
I0U.vM
(Beginn’
. des
Versuchs)

Hb, I, I

Bleibt klar
Hb, 1, Il
Hbae |

angedeutet

Hb,

110.4
v. M,

Hb,
Hbz

}1,1[

Tritbung
Hb, I, I
viel schwicher,
Hb?z? I ebenso
stark, wie in der
entsprechenden.
trypsinfreien
Losung

1 U. 307
v. M.

-|sehr geschwicht

Tritbung;
Verwaschene
Streifen

Hb, I, II

4U.n. M.

Braun
oo 11

unklar ; Schatten
im Roten

- Reichlicher
brauner Nieder-
schlag. Die ge-

kldrte Losung
ist hell rosarot
Hb#el, Hb,1.11
Sulfosalicylsitire

erzeugt eine
Triibung

74,30
n. M.

Schatten im
Roten

Reichlicher brau-
nerNiederschlag;
die gekidrte Lo-
sung ist blass-

sorptionsstreifen.
Sulfosalicylsidure
erzeugt eine ge-
ringe Tribung

gelb. Keine Ab-jl

14/VI.
9U.45

Ein Streifen im
Roten. Bei diin-
ner Schicht ein
-Schatten im
Griinen, welcher
sich bei grdsse-
rer Schicht-
dicke bis ins

Rote ausbereitet

Reichlicher
brauner Nieder-
schlag. Die ge-
kldrte Liisung
ist beinahe farb-
los. Sulfosalicyl-
sdure erzeugt
keine Tritbung

Bei diinner
Schicht spaltet
sich der Streifen
in zwei diinne

Streifen
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Zeit der

L

. A. In offenem Rohre

B. Sauerstofffrei in geschlossenem
Rch

re

Beo-

Verhalten und Absorptionsspektrum

bachtung

der alkalischen
Losung

nach Ansauern
mit Essigsdure

der alkalischen
Lésung

nach Ansauern

16/VL
10U.v. M|

Geringe Triibung

Absorptions-

spektrim wie
friiher

mit Essigsiure

10 U. 45’
v.M.

Des Rohr wird gedffnet und
sein Inhalt mit Luft geschiittelt

Brauner Schaum
Hb,
Hbx
und scharf
Hb2 angedeutet

}1, Hrein

Die Triibung
nimmt nicht zu
Hb, I, II rein

und scharf

Hby I

6U.n. M.

" Offen weiter digeriert

Verwaschenes
Spektrum. Bei
geringer Schicht-
icke ein Schat-
ten im Griinen,
welcher sich bei
gesteigerter
Schichtdicke bis
ins Rote aus-
breitet

Starke Tritbung

HbZ schwach,
noch sichtbar

Wie friiher

BraunerNieder-
schlag. Die ge-
kldrte Losug ist
beinahe farblos
HbZ: verschwun-
den. Sulfosalicyl-
sdureerzeugtkei-
nen Niederschlag
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. In diesem Versuch bildete sich also aus dem Oxyhimoglo-
bin der trypsinfreien Blutkorperchenlésung (Tabelle 1V. A) in
56 Stund«_an kein durch Essigsdure fillbares Hamatin, wihrend
in der trypsinhaltigen. Losung unter sonst gleichen Umstidnden

" (Tabelle V. A) die Hamatinbildung schon in der zweiten Stunde

nachweisbar und in 24 Stunden die ganze Mengen des Blut-
farbstoffs zerlegt war. Beziiglich der Methdmoglobinbildung
“sind die Befunde hier von denen des vorigen Versuches .(Ta-
belle 1. A) verschieden. Wihrend nidmlich. damals das ohne
_Trypsin in offenem Gefdsse digerierte- Oxyhdmoglobin sich in
50 Stunden nur zu einem geringen Teil in Methdmoglobin um-.
wandelte und zum grosseren Teile unveridndert blieb, fand jetzt
. schon in den ersten 6 Stunden eine bedeutende Umwandlung in
diesen lezteren Farbstoff statt. Von der 10-ten Stunde an war
in der Flissigkeit schon kein Oxyhdmoglobin mehr vorhanden.
Das gebildete Methdmoglobin wandelte sich stétig in einen
anderen braunen Farbstoff um, welcher keing bezeichnende
Absorptionsstreifen zeigte, und auf Essigsdurezusatz nicht aus-
fiel, sich also vom Hidmatin deutlich unterschied..

- Der Grund dieses Unterschiedes ist warscheinlich in der
Verschiedenheit des Ausgangmaterials zu suchen (kristalli-
nisches Oxyhimoglobin aus Pierdeblut—Rinderblutkérperchen-
16sung). : '

Beziiglich- der Methdmoglobinbildung war infolgedessen
zwischen der trypsinfreien und trypsinhaltigen Losung nicht
der gcharfe Gegensatz vorhanden, wie im vorigen Versuche.
In geschlossenem Rohre blieb das reduzierte Hamoglobin der
trypsin- und sauerstofireien Losung bis zum QOffnen des.Rohres,
also ca. 72 Stunden unveridndert. Vom Sauerstoffzutritte an
verinderte sich der Blutfarbstoff ganz so, wie in der vom An-
fang an offen behandelten Probe. ’

Das reduzierte Hiamoglobin der in geschlossenem Rohre
sauerstofirei behandelten trypsinhaltigen Losung verinderte
- sich nur wenig. In der 24-sten Stund¢ war eine geringe Menge
von Methdmoglobin vorhanden, diese vermehrte sich aber nicht
im weiteren Verlaufe, so dass der Farbstoff im Inhalt des in
der 72-sten Stunde gedffneten und mit Luft geschiittelten Rohres
zZum grbsslten Teil noch in Form von Oxyhdmoglobin vorhanden -

2
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war. Himatinbildung fand nicht statt. Nach Ofinen des Rohres
verschwand zuerst das Oxyhdmoglobin, spiater das Methidmo-
globin unter Bildung von Himatin.

In Zusammenfassung der- Ergebnisse sdmmtlicher Ver-
suche lassen sich die folgenden Tatsachen feststellen:

Die tryptische Verdauung der EiweisskOrper wird in
alkalischen Losungen vom Oxyhimoglobin nicht gehindert.

Dieser Farbstoff ist der. Trypsinwirkung selbst zuginglich,
indem sein Eiweissanteil in durch Sulfosalicylsdure nicht fillbare

Bausteine zerfilt.und seine chromophore Gruppe in Form eines .

‘braunen, durch Essigsdure fillbaren Korpers frei wird. Dieser
Korper ist in seinen Eigenschaften dem Himatin gleich und
steht durch die Art seiner Darstellung, sowie_ dadurch, dass er
ziemlich leicht Hadmin liefert dem Verdauungs-Hiamatin'® v.
Zeynek's nahe. Eine Analyse des Himatins konnte leider nicht
ausgefiihrt werden. Eine solche wiirde tibrigens den Beweis
_fiir die Identitit mit einem der bisher Himatin genannten Sub-
stanzen noch immer nicht bringen konnen, da diese selbst nicht
genitgend definiert sind. Solange fiir die Identitit oder Differenz
dieser Stoffe Beweise erbracht werden konnen, mochte ich - fiir
"v. Zeynek's Verdauungshimatin den Namen. Pepsin-Himatin,
fiir das durch Trypsinwirkung gewonnene Himatin Trypsin-

hamatin vorschlagen, wihrend fiir die iibrigen Hamatine die von:

Kiister vorgeschlagene Bezelchnung 8- Hamatm bis-auf weite-
res zu behalten wére.

Eine Bedingung der tryptlschen Zersetzung des Blutjarb-
stoffs ist die Anwesenheit von Sauerstoff. Dementsprechend ist
~das reduzierte H&moglobin dem Trypsin nicht zuginglich.
(Gewissermassen ist der Sauerstoff in dieser Beziehung durch
Kohlenoxyd zu ersetzen, wie dies aus anderen, hier nicht mit-
geteilten Versuchen hervorgeht. Die tryptische Verdauung des
Kohlenoxydhidmoglobins geht jedoch langsamer an und schreitet
‘langsamer vor als die des Oxyhamoglobins unter sonst gleichen

Umstinden. Gewisse Zeichen sprechen dafiir, dass die Hidma-

tinartigen Stoffe in beiden Fillen nicht identisch sind).

Es ist warscheinlich, dass die erste Stufe der tryptischen
Zerlegung des Blutfarbstoffs von seiner Umvandlung in Methé-
moglobin gebildet wird. Die Methdmoglobinbildung ging nidhm-

P
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lich regelmissig dem Freiwerden des Himatins voran, die Zu-
nahme des Hidmatins aber hatte einen, dem Verschwinden der
Methdmoglobinstreifen ungefihr paralellen Gang. Die Hdmatin-
bildung war verzogert oder blieb vollstdndig aus wenn die Be-
dingungen der Methdmoglobinbildung ungiinstig waren oder
fehlten. Gegen diese Anndhme scheint meine hier nicht be-
schreibene Beobachtung zu sprechen, wonach aus Kohlenoxyd-
hiamoglobin ohne Methdmoglobinbildung ein hidmatinartiger
Kérper entsteht. Dieser hdmatinartige Korper schien jedoch mit
meinem Trypsinhérpatin nicht identisch zu sein. :

Schliesslich ist noch zu erwéhnen, dass das in diesen Ver-
suchen verwendete Trypsinpraparat die Umwandlung des Qxy-
hdamoglobins in Methdmoglobin in so hohem Grade befdrderte,
~dass man ihm bei der Methdmoglobinbildung eine Rolle zu-
schreiben muss. ’

Ist diese Wirkung eine reine Trypsinwirkung, so konnte
-man daraus folgen, dass bei der Methidmoglobinbildung nicht
die chromophore Gruppe des Oxyhidmoglobins primédr verén-
dert wird, da diese keine eiweissartige Verbindung ist, und somit
auch nicht in den Bereich der Trypsinwirkung falit. Die Um-
wandlung sollte vielmehr, mit der primédren Verdnderung des
Eiweissanteiles beginnen. Dies konnte dann diese Sekundire
Verdnderung der chromophoren Gruppe zur Folge haben oder
fiir diese die Moglichkeit erdfinen..

Dies ist auch eine der Fragen, welche noch weitere Erfor-
schung bendtigen.



